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Nachtrag zu der Mitteilung: Uber Amylase. 


Von 
Knut Sjoberg und Elsa Eriksson. ') 





(Der Redaktion zugegangen am 9. Oktober 1924.) 


In der Abteilung IV (S. 128) obengenannter Mitteilung 
bedarf die Erwihnung der Arbeit von Josephson?) iiber die 
Affinitit der Saccharase folgender Erklirung. Josephson 
berechnet ,,... unter Zugrundelegung desselben Verhiltnisses 
zwischen den Affinitéten seines Enzyms zu Saccharose und 
Raffinose wie bei den von Kuhn) untersuchten Enzym- 
praparaten dieselben Affinititskonstanten zwischen 
der Raffinase und den verschiedenen Formen der 
Glucose wie zwischen der Saccharase und der Glu- 
cose... 

Die Konstanten, welche wir fiir die Affinitaten unserer 
zuckerbildenden Enzyme teils zu Amylopektin teils zu ,Amy- 
lose“ berechnet haben, unterscheiden sich freilich ein wenig 
voneinander und wiirden sich noch mehr unterscheiden, wenn 
man annimmt, da8 das Molekiil, welches sich mit dem Enzym 
verbindet, in der Amylopektinlésung gréBer als in der ,,Amy- 
lose“lésung ist. Dagegen ist die Hemmung der Zuckerbildung 
durch Maltose dieselbe, sei es daB Amylopektin oder ,,Amylose“ 
als Substrat dient. Will man aber aus diesen Versuchen die 
Affinitatskonstanten zu Maltose nach der Michaelis schen 





1) Diese Zs. Bd. 139, S. 118 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 136, S. 62 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLII. 15 
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Formel berechnen, so mu8 man die Substratkonzentration in [ 


Normalitaét kennen. Da nach unserer Berechnung die Aff. 


nitatskonstante der Amylopektin-Enzymverbindung groBer ist f 
als diejenige der ,,Amylose“-Enzymverbindung, so wiirden 


méglicherweise auch die Affinititen zwischen den Enzymen 


und der Maltose verschiedene Werte erhalten; der Wert der f 


Substratkonzentration, welcher in den Nenner eingeht, kann 


jedoch die Verschiedenheit ausgleichen. Solange man also 
nicht mit der Normalitit des Substrats rechnen kann, ist die 


gleiche Hemmung der Maltose kein Beweis fiir die Annahme, 


daB ein und dasselbe Enzym Amylopektin und _ ,,Amylose‘ 
spaltet. 














































Zur Kenntnis der Enterokinase. 


Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz. 


XJ. Abhandlung titber Pankreasenzyme!) 
von Richard Willstitter und Mitarbeitern. 


‘Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Oktober 1924.) 


Einleitung. 

In der fiinften Abhandlung dieser Reihe ist der Nachweis 
gefihrt worden, daB die Wirkung der Enterokinase auf Trypsin 
nicht, wie vielfach angenommen?”), als enzymatischer ProzeB, 
sondern als ein einfacher, spezifischer Aktivierungsvorgang auf- 
zufassen ist; diese Anschauung leitete sich ab aus der Er- 
kenntnis von den stichiometrischen Beziehungen zwischen 
Kinase und Trypsin und sie bestitigte sich, als es mit Hilfe 
von Adsorptionsmitteln gelang, Enzym und Aktivator auch nach 
erfolgter Aktivierung wieder zu trennen. Diese Resultate fiihrten 
zu der Auffassung, ,daB8 es sich bei der Reaktion zwischen 
Trypsin und Kinase nicht um die Bildung einer festen Ver- 
bindung, sondern vielmehr eines lockeren Additions- oder 
Adsorptionsproduktes handelt“, das indessen nur fiir die Hydro- 
lyse bestimmter Substrate, namlich der genuinen Proteine und 
ihrer héheren Abbauprodukte spezifisch zu sein scheint. Ahn- 
lich haben R. Willstatter und W. Grassmann’) die Akti- 





1) Vgl. die 5. Abhandlung dieser Reihe, Diese Zs. Bd. 132, S. 181 
(1923/24). 

*) Siehe hierzu vor allem W. M. Bayliss u. E. H. Starling, Jl. 
of Physiol. Bd. 30, S. 61 (1904); Bd. 32, S. 129 (1905). 

’) Diese Zs. Bd. 138, S. 184 und zwar S. 186 (1924). 
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vierung einer pflanzlichen Protease, des Papains, durch Blau. 
siure beschrieben und verstanden. 
Die gewonnene Erkenntnis von der Natur der Entero. 
kinasewirkung stellte zugleich die Aufgabe, die priparative 
Reinigung des Aktivators anzustreben und seine Kigenschafte, § 
zu beschreiben. Die vorliegende Abhandlung bereitet diese § 
Aufgabe vor und sie vermittelt ein vorliufiges Bild von den 
Verhalten und den Merkmalen des Aktivators. Das angewandte 
Verfahren der Reinigung, das sich einer Anzahl von Fallungs. 
und Adsorptionsvornahmen bedient, hat im besten Beispiel 7 
einer etwa 100fachen Konzentrationssteigerung des Aktivator;s f 
gefiihrt (Priparat, gekennzeichnet durch den Kinasewert 96,3\, f 
Dabei hat es sich gezeigt, daB das Verhalten der Entero. 
kinase bei der Reinigung sowohl wie die beobachteten Eigen. 
schaften reinerer Lésungen eine auffallende Ahnlichkeit mit f 
denen enzymatischer Stoffe erkennen lassen. Es ist sebr 
beachtenswert, daB die Enterokinase, deren Wirkungsweise als 
nicht enzymatischer Natur erkannt wurde, in so vielen ihrer 
Eigenschaften an Enzyme erinnert. Zwar haben ja vor allem 
die Untersuchungen der Willstatterschen Schule erwiesen, f 
daB die meisten der den Enzymen als charakteristisch zu- 
geschriebenen Reaktionen auf den EinfluB von Begleitstofien 
zuriickzufiihren sind?); allein die Fahigkeit zur Bildung solcher 
in ihrem Verhalten sehr 4hnlicher Assoziationsprodukte mit 
begleitenden Stoffen, durch die das wahre Verha!ten des reinen 
Stoffes entstellt wird, ist es gerade, die die Enterokinase mit 
enzymatischen Stoffen teilt. Dies tritt beispielsweise bei der 
Hinwirkung gewisser Fallungs- und Adsorptionsmittel in Er- f 
scheinung; es hat sich gezeigt, daB viele der fiir die Kinase 
in roherem Zustand charakteristischen Reaktionen im Laufe 
der Reinigung verschwinden. So bleibt es auch ungewiB, ob 
die auch in den bisher reinsten Lésungen beobachteten Fallungs- 
reaktionen (wie durch Uransalz und durch Gerbsiure) sowie 
die Adsorbierbarkeit durch Tonerde und durch Kaolin dem 
Aktivator selbst eigentiimlich sind. Die mitgeteilten Beob- 





) Vel. R. Willstiitter u. K. Schneider, Diese Zs., im Druck. 
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achtungen beschreiben noch nicht das Verhalten des reinen 
Stoffes selbst; es ist noch nicht gelungen, die Enterokinase, 
der man sicherlich eine gewisse Affinitét zu den spezifischen 
Substraten des Trypsin—Kinasekomplexes zusprechen darf, frei 
von Proteinsubstanz zu erhalten. So wire es denkbar, daB 
manche der beschriebenen Merkmale noch auf den EinfluB 
solcher Begleitstoffe zuriickzufiihren sind. Hieriiber AufschluB 
zu geben ware die Aufgabe fiir eine Weiterfiihrung der pri- 
parativen Methodik. 

Auch die Abnahme der Bestaindigkeit des Aktivators in 
reinerer Lésung, am ausgepraigtesten unter dem EHinfluB alka- 
lischer Mittel, erinnert an das Verhalten vieler Enzyme; sie 
liBt sich auch hier, wie schon fiir Lipase!) und fiir Amylase’) 
aus Pankreas beschrieben, durch Zusatz von Glycerin ein- 
schrinken. Und nicht minder scheint auch die Temperatur- 
empfindlichkeit der Kinase, die unabhangig vom Reinheitsgrad 
schon bei 50° rascher Zerstérung unterliegt, auf eine labile 
enzymahnliche Struktur hinzuweisen. 


I. Zur Bestimmung der Kinase. 


Die stéchiometrischen Beziehungen zwischen Enterokinase 
und Trypsin fiihren zu einer einfachen Bestimmungsmethode 
fir den Aktivator: man vergleicht die einer bestimmten Menge 
inaktiven Trypsins erteilten proteolytischen Wirkungen z. B. 
gegentiber Gelatine. Der Vergleich wird indessen unsicher, 
wenn den Messungen Enzympriparate, beispielsweise frisch 
getrocknete Pankreasdriisen, von ungleicher Vorgeschichte und 
wechselnder Zusammensetzung zugrunde liegen. ,,Die Driise 
enthalt und bildet nimlich“, wie in der 5. Abhandlung belegt 


_ wurde’), ,in wechselnden Mengen Stoffe, welche der Aktivierung 
durch Kinase entgegenwirken“. So erfordert ein wechselnder 
| Gehalt des Enzymmaterials an aktivierungshemmenden Stofien 





) R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 


| S.132 und zwar §. 153 (1922/23). 


*) R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz u. A. R. F. Hesse, 


_ Diese Zs. Bd. 126, S. 143 und zwar S. 161 (1922/23). 


*) aca. O. S. 187. 


ye ay | ; 
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zur Erzielung des nimlichen Aktivierungsgrades verschieden: 
Mengen Aktivator. 

Die vorliegende Untersuchung beginnt mit dem Versuch, 
die Stérungen in der Vergleichbarkeit verschiedener Driisen. 
priparate mit der Anwendung eines Uberschusses an hemmendey 
Driiseninhaltsstoffen, also mittels ,ausgleichender Hemmung: 
zu tiberwinden. Wéahrend, wie friiher beschrieben, durch die 
Einwirkung gréBerer Mengen mehrwertiger Alkohole ein Aus. f 
gleich der Hemmung sich nicht erreichen lieB, gelingt es au § 
diesem Wege in der Tat, die Aktivierungswerte zweier hin. 
sichtlich ihres Aktivierungsganges stark differierender Driisen. 
proben einander weitgehend anzugleichen. Tab. 1 veranschau- § 
licht den Aktivierungsgang der beiden Proben fiir sich uni § 
nach ?/, stiindiger Kinwirkung eines an Hemmungsstoffen reicher 
Driisenauszugs; diesen gewann man dbhnlich dem in der 5. Ab. 
handlung (Kap. III, Vers. 2) beschriebenen Beispiel durci 
7tagige Extraktion frisch getrockneter Pankreasdriisen mit f 
16 Teilen thymolhaltigen Wassers. Fiir die Messung der 
tryptischen Wirkung diente das friiher (5. Abh., Kap. I, Abschn. é 
angegebene Verfahren. 


Tabelle 1. 
Ausgleichende Hemmung durch Driiseninhaltsstofte 
(0,062 g Driise, 1/,stdg. Einw. der Kinaselésung, verd. auf 2 ccm, 30’ 
Angaben bedeuten Acidititszuwachs in cem 0,2 n-KOH). 


























Ki chee Saat 1,0 cem a 
Inaseauszug fo acne ne tetas ast pt gee eee es ee 
Probe Probe 

cem XIV xX XIV x 
0,00 0,19 0,24 ' 0,32 0,36 
0,01 _— 0,50 0,43 0,43 
0,02 0,59 0,78 0,53 — 
0,03 0,64 0,88 0,65 0,62 
0,04 0,70 0,96 0,73 0,75 
0,05 _ | — 0,85 0,89 
0,10 — 107 | ° 1,12 104 | 1,06 











Fiir eine praktische Anwendung zur Bestimmung de! 
Enterokinase erscheint diese Methode ausgleichender Hemmung 
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indessen wenig geeignet. Nicht nur, daB es bisher nicht ge. 
lungen ist, Lésungen der hemmenden Stoffe frei von tryptischer 
Kigenwirkung zu bereiten, auch die Empfindlichkeit der Messungen 
nimmt, wie aus der Tabelle hervorgeht, insbesondere fiir den 
Bereich niederer Aktivierungsgrade erheblich ab; zudem wiirde 
es fiir eine Verallgemeinerung der Methode erforderlich sein, 
Menge und Art der angewandten Hemmungskérper genau zu 
definieren. Es schien daher zweckmiBiger, auch fiir die vor- 
liegende Untersuchung die bereits in Kap. IV, Abschn. 1 der 
5. Abhandlung mitgeteilte und als ,,vorliufig“ charakterisierte 
Bestimmungsweise beizubehalten, der die Aktivierung eines 
bestimmten, geeigneten Trypsinmaterials, der Pankreasprobe XIV, 
zugrunde liegt. Auch hat es sich gezeigt, daB das Verhalten 
dieses Driisenpraparates bei der Aktivierung durch Kinase, wie 
aus Tab. 2 ersichtlich, auck nach monatelanger Aufbewahrung 
keine merklichen Verainderungen aufwies. Auch die vorliegenade 


_ Arbeit bedient sich daher zur Beschreibung des praparativen 


Verhaltens der in der 5. Abhandlung gegebenen Masse?) fir 
Menge und Konzentration des Aktivators. 


Tabelle 2. 
Kinasemenge und tryptische Wirkung von Pankreasprobe XIV. 
(0,062 g Driise; Angaben in ccm 0,2 n-KOH.) 

















Datum Oe 
des Versuchs | 0,00 | 0,02 | 0,04 | 0,06 | 0,08 | 0,10 
—— = per eT IO a aaeapmeee 7 ere ——o : reas wes 
23, VI. 1923 | 0,19 | 0,56 | 0,71 | 0,90 | 1,04 | 1,10 
13. XL 1923 0,16 | 0,57 | 0,74 | 0,88 1,08 | 1,09 
26, IT. 1924 0,19 | 0,59 | 0,70 | 0,91 1,04 1,07 








II. Verhalten der Enterokinase gegen Fallungsmittel. 

Zur Darstellung der Kinaselésungen. Als Ausgangs- 
material diente in der vorliegenden Arbeit ein Sammelpraparat 
aus getrockneter Darmschleimhaut von Schweinen, dessen Dar- 
stellung sich bereits in der 5. Abhandlung (Kap. Il, Abschn. 1) 
beschrieben findet. Der Kinasegehalt des Priparats blieb 





') a. a, O. S. 226. 
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wahrend der ganzen Dauer der Untersuchung annahernd kop. 
stant, er entsprach dem Kinasewert 1,16; dagegen lieB sich 
die anfinglich beobachtete, geringfiigige hydrolytische Wirkung 
des Praparats gegeniiber Pepton schon nach kurzer Aut. 
bewahrungsdauer nicht mehr nachweisen, offenbar infolge einer 
Zerstérung des ereptischen Enzyms. Auch bei langerer Digestion 
des trockenen Materials mit Wasser beobachtete man keine 
Anderung des Aktivierungsvermégens, eine Bildung des Akti- 
vators aus Bestandteilen der Schleimhaut, so wie sie fiir die 
Pankreasdriise nachgewiesen wurde!), scheint danach nicht 
einzutreten. 


Versuch 1. 0,3 mg der Sammelprobe erteilten 0,062 g der Driisen- 
probe XIV a) sogleich nach der Darstellung, b) nach 5, c) nach 11 Monaten 
tryptische Wirkung entsprechend einer Acidititszunahme von a) 0,i1, 
b) 0,58 und ec) 0,53 cem 0,2 n-KOH und einem Gehalt von a) 0,33, b) und 
ce) 0,35 k.-e. 

Versuch 2. 0,3 mg der Probe digerierte man mit 2,0 cem Thymol- 
wasser a) 3, b) 22, c) 47 Stunden bei 30° und bestimmte dann ihre 
Wirkung auf 0,062 g der Probe XIV; sie entsprach einer Aciditiits. 
zunahme von a) 0,55, b) 0,54, ¢) 0,53 eem 0,2 n-KOH und einem Gehalte 
von a) 0,38, b) 0,36 und ¢) 0,35 k.-e, 


Ks sei an dieser Stelle erwihnt, daB es nicht gelang, 
inaktives Trypsinmaterial durch die EKinwirkung autolytischer 
Extrakte aus einer Reihe getrockneter Organe, so von Leber, 
Milz und Niere, in meBbarem MaBe zu aktivieren. Die in 
Kap. III der 5. Abhandlung beschriebene Bildung von Aktivator 
in der Pankreasdriise selbst ist demnach als ein spezifischer 
Vorgang anzusehen, der auf der Verainderung eines bestimmten 
und eigenartigen Driisenbestandteiles beruht. 


Versuch 3. Je 2,0 g Trockenpulver, gewonnen nach dem yon 
R. Willstaétter und E. Waldschmidt-Leitz?) angegebenen Verfahren 
mittels Aceton und Ather a) aus Leber, b) aus Milz, c) aus Niere vom 
Schwein, iiberlieS man 24 Stunden bei 30° der Autolyse nach Zusatz 
von 64ccm Thymolwasser; je 2,0 ccm des filtrierten Auszugs lieB man 
darauf wihrend 30 Minuten bei 30° auf 0,062 g der Pankreasprobe XIV 
einwirken und bestimmte dann deren tryptische Wirkung gegeniiber 





1) aca. O. S. 218 ff. 
”) Diese Zs. Bd. 125, S. 182 und zwar S. 150 (1922/28). 
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Gelatine; sie entsprach a) 0,18, b) 0,15 und ec) 0,16 cem 0,2 n-Lauge, 
eine Aktivierung war also nicht zu erkennen. 

In den Versuchen der vorausgehenden Abhandlung be- 
wirkte man die Extraktion der Enterokinase aus der getrockneten 
Darmschleimhaut durch 20—4Ostiindige Einwirkung verdiinnten 
(0,04 n-) wiBrigen Ammoniaks. Es hat sich auf Grund ver- 
gleichender Beobachtungen als zweckmaBiger erwiesen, die 
Dauer der Extraktion wesentlich abzukiirzen bei etwas erhéhter 
Konzentration des Lésungsmittels; so empfiehlt sich beispiels- 
weise eine 3stiindige Behandlung mit etwa 0,05 n-Ammoniak- 
lésung, und zwar mit je 50 ccm fiir 1g des Trockenmaterials. 
Die Kinase ]aBt sich der Schleimhaut unter diesen Bedingungen 
in guter Ausbeute entziehen, man findet den Reinheitsgrad in 
den gewonnenen Ausziigen giinstiger als bei langerer Extraktion; 
der aus dem Trockenriickstand der Ausziige ermittelte Kinase- 
wert schwankte in einer gréBeren Anzahl von Beispielen 
zwischen 2,9 und 3,5 bei einer Ausbeute an Aktivator von 
73-98, in der Regel 90°,,. 

Die geringe Bestandigkeit der Kinase in alkalischen Mitteln, 
fiir die sich bereits in der 5. Abhandlung Belege finden?), ver- 
bietet die Verwendung hoéherer Alkalikonzentrationen als der 
angegebenen fiir den Zweck der Extraktion. Aus eben diesem 
Grunde ist es angebracht, die Ausziige alsbald nach der Dar- 
stellung vom iiberschiissigen Ammoniak zu befreien; man 
unterwirft sie zum Beispiel in einem Abdampfapparate nach 


Faust-Heim der Einwirkung eines auf 30—35° erwirmten 


Luftstromes bis zum Verschwinden der alkalischen Reaktion. 
Unter diesen Bedingungen lieBen sich die Extrakte ohne mebB- 
bare EinbuBe an wirksamer Substanz auch bis zur Trockne 
eindampfen, die klare wiBrige Lisung des Trockenriickstands 
zeigte noch die volle urspriingliche Aktivitit. 

Versuch 4. 10,0 cem eines 0,05 n-ammoniakalischen Auszugs aus 
getrockneter Schleimhaut, enth. 172,5 k.-e. (0,04 cem: 0,72 cem 0,2 n-Lauge: 
0,69 k.-e.), engte man im Abdampfapparate bei 32° zur Trockne ein; 


die klare wiBrige Liésung des Trockenriickstands enthielt in 10,0 cem 
noch 176,7 k.-e. (0,03 cem: 0,63 eem 0,2 n-Lauge: 0,53 k.-e.). 





) a. a. O. S. 228. 
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Vorreinigung durch Fallung mit Saure. Die rohey 
Kinaseausziige unterwirft man zunichst, wie in der 5. A). 
handlung (Kap. IV, Abschn. 3) beschrieben, einer Behandlung 
mit verdiinnter Essigsiure, die einen Teil der Begleitstoffe 
niederzuschlagen erlaubt, ohne daB die Fallung viel vom 
Aktivator enthiele. Die Ausbeute an Kinase in den Mutter. 
laugen der Essigsiurefallung bewegte sich gewohnlich zwischey 
89 und 98°/,; die Konzentrationssteigerung des Aktivators war 
indessen nicht sehr erheblich, der Kinasewert stieg in einem 
Beispiel von 3,3 auf 4,1. 

Versuch 5. 10,0 ccm einer von Ammoniak befreiten rohen Kinase. 
lésung, enth. 226 k.-e. (0,03 ccm: 0,71 cem 0,2 n-Lauge: 0,68 k.-e.) und 
0,0686 g Trockenriickstand (entspr. K.-W. = 3,3), versetzte man mit 
0,50 cem n-Essigsiure; in 10,0 ccm der mittela der Zentrifuge vom Nieder- 
schlage getrennten Mutterlauge fanden sich noch 216 k.-e. (0,02 cen: 


0,58 cem 0,2 n-Lauge: 0,43 k.-e.), d.i. 96°/,, und die Lésung enthielt 
noch 0,0528 g Trockenriickstand, entsprechend dem Kinasewert 4,1. 


Fallung des Rohauszugs durch Metallsalze. Die | 


sauren Mutterlaugen der Essigsiurefallung, die noch grofe 
Mengen von Verunreinigungen enthalten, geben mit einer 
Anzahl von Metallsalzlésungen Niederschlige, welche wechselnde 
Anteile des Aktivators mit sich fiithren. Auf das Verhaltei 
der Kinase in den Rohlésungen bei Zusatz von Quecksilber- 
chlorid ist bereits in der 5. Abhandlung hingewiesen worden‘): 
die mit diesem Reagens beobachtete Fallung ist ihrer Menge 
nach nicht sehr erheblich und sie enthalt nur einen maBigen 
Bruchteil des Aktivators, naimlich zwischen 10 und 30°, 
(Versuch 6). Wesentlich gréBere Kinaseanteile finden sich in 


den durch Eisen- und durch Bleisalze gebildeten Niederschlagen, | 


allein die Fallung des Aktivators bleibt auch hier in allen 
Fallen unvollstaindig und seine Elution pelingt nur mit wenig 
befriedigender Ausbeute, ungentigend fiir eine praparative Ver- 
wertung (Versuche 7 und 8). Offenbar ist bei den vorliegenden 
Reaktionen die Fillbarkeit eines Teils der Enterokinase nur 
durch Adsorption an niedergeschlagene Begleitstoffe bedingt; 
ihre Bedeutung fir den Ausfall von Fallungsreaktionen ist 


') a.a. QO. S. 281. 
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guerst am Beispiel des Invertins aus Hefe') eingehender be- 
schrieben worden. 


Versuch 6. Fiallung mit Sublimat. 10,0 cem einer Mutterlauge der 
Essigsiurefaillung mit 216k.-e. (0,02 ccm: 0,58 ccm 0,2 n-Lauge: 0,48 k.-e.) 
versetzte man zur volilstindigen Fillung mit 1,0 ccm einer 1°/,igen 
Lisung von Quecksilberchlorid; die vom Niederschlage durch scharfes 
Zentrifugieren getrennte Mutterlauge enthielt in 11 cem noch 190 k.-e., 
d. i. 88°/) (0,04 cem: 0,72 cem 0,2 n-Lauge: 0,69 k.-e.). 

Versuch 7. Fallung mit Eisensalz. 10,0 ccm der essigsauren Aus- 
gangslésung des Versuchs 6 (enth. 216 k.-e.) fiallte man mit a) 0,5, 
b) 1,0, ¢) 1,5 cem einer 2°/,igen Lésung von Monceldschem Salz 
(ferrum subsulfuricum); in der Mutterlauge fanden sich noch a) 77 
(0,05 eem: 0,53 cem 0,2 n-Lauge: 0,35 k.-e.), b) 76 (0,05 cem: 0,52 ccm 
0,2 n-Lauge: 0,33 k.-e.), c) 60 k.-e. (0,05 com: 0,44 cem 0,2 n-Lauge: 
0,25 k.-e.), d. i. 35 bzw. 35 bzw. 28°/,. Aus dem Niederschlag eluierte 
man durch a) 10,0 cem 0,05 n-NH, (20°/, Glycerin enth.), b) 10,0 cem 
glycerinhaltiges 2°/s-basisches Ammonphosphat noch a) 20 (0,05 cem: 
0,30 cem 0,2 n-Lauge: 0,10 k.-.e), b) 46 k.-e. (0,05 cem: 0,42 ccm 
0.2n-Lauge: 0,23 k.-e.), die Elutionsausbeute betrug also nur a) 9 und 
b) 21°/, der Ausgangslésung. 

Versuch 8. Fiallung mit Bleisalz. Je 10,0 cem essigsaurer Roh- 
lisung mit einem Gehalte von 210k.-e. (0,03 ccm: 0,69 cem 0,2 n-Lauge: 
0,63 k.-e.) wurden mit a) 0,20, b) 0,40, c) 0,60 und d) 1,00 cem (aus- 
reichend zur vollstindigen Fallung) 2°/,iger Bleiessiglésung und mit 
e) 1,10 cem 2%siger Bleizuckerlésung (von der 1,0 ecm zu vollstindiger 
Fillung geniigte) versetzt. Die in der Mutterlauge verbliebene Kinase- 
menge belief sich auf a) 136, b) 128, c) 117, d) 115 und e) 81 k.-e., ent- 
sprechend a) 65, b) 61, ¢) 56, d) 55 und e) 39°/,. In der aus dem 
Niederschlage durch Behandlung mit 13,0 cem 0,77°/,igem Diammon- 
phosphat gewonnenen Elution fanden sich d) 81 und e) 86k.-e. oder 
39 bzw. 41°/, vom Gehalte der Ausgangslésung. 


Von gré8erer praparativer Bedeutung ist das Verhalten 
der Enterokinase gegeniiber Uranylacetat; es gelingt mit diesem 
Mittel leicht, den Aktivator aus den rohen Liésungen nahezu 
in seiner ganzen Menge niederzuschlagen. Fiir diese Fallbarkeit 
durch Uransalz, die schon in der 5. Abhandlung belegt wurde’), 
sollen hier zwei weitere Beispiele angefihrt werden. 





1 R. Willstitter, J. Graser u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, 
S. 1 und zwar §S. 9 (1922). 
*) a. a. O. S. 282. 
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Versuch 9. 10,0 cem essigsaurer Rohlésung (enth. 216 k.-e.) ver. 
setzte man mit a) 1,0, b) 1,2 cem 2°/,iger Losung von Uranylacetat und 
bestimmte die mittels der Zentrifuge abgetrennte Mutterlauge; sie ent. 
hielt in a) 11,0, b) 11,2 cem noch a) 43 (0,10 cem: 0,55 cem 0,2 n-Lauge: 
0,39 k.-e.), b) 18 k.-e. (0,10 cem: 0,36 ccm 0,2 n-Lauge: 0,16 k.-e.), 
d. i. 20 bzw. 8°/,. 

Versuch 10. 14,0 cem einer Mutterlauge der Essigsiurefillung, 
25°) Glycerin enthaltend, mit 175 k.-e. (0,04 ecm: 0,61 cem 0,2 n-Lauge: 
0,50 k.-e.) wurden durch Zusatz von 1,2 cem 2°/,igem Uranylacetat 
gefillt; in der Mutterlauge fanden sich noch 3,0 k. e. = 2°/,) (0,10 cem: 
0,22 cem 0 n-Lauge: 0,02 k.-e.). 

Fir die Elution des Aktivators aus den Urannieder- 
schlagen erweisen sich am geeignetsten Phosphatlésungen von 
schwach saurer bis zu schwach alkalischer Reaktion, die man 
zur Stabilisierung der Kinase mit Glycerin versetzt; ihre 
eluierende Wirkung ist, wie aus Tabelle 3 ersichtlich, der 
verdiinnten Alkalis allein iiberlegen, die Bildung des unlis- 


lichen Schwermetallphosphats beférdert die Elution. 


Tabelle 3. 


Elution der Uranfillung aus Rohlésung. 














Glycerin- Elutions- 

Elutionsmittel konzentration ausbeute 
°/o "Io 
Se ow ee we ee SS 0 38 
5 nas ets ane cin «sie Al 26 40 
1°) jgos (REE, sw 26 56 
1°/,iges 2?/,bas. Ammonphosphat 26 52 
n/5-Phosphatpuffer, py; = 6,0 . . . 20 56 
- »Po=7O... 20 56 
a ee) ae 20 62 


Fallung des Rohauszugs durch Tannin. Ein 
weiteres geeignetes Reagens zur Ausfillung der Entero- 
kinase beruht auf der Anwendung der Gerbsiure, die schon 
fir die Isolierung der pflanzlichen Peroxydase!) wertvolle 
Dienste geleistet hat. Aus den mit Essigsiure vorgereinigten 





) R. Willstaétter und A. Pollinger, Liebigs, Ann. der Chem. 
Bd. 430, S. 269 und zwar S. 282 (1922/23). 
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Lisungen fallt der Aktivator bei saurer Reaktion auf Zusatz 
einer Gerbsdurelésung in seiner ganzen Menge mit einem 
reichlichen Niederschlage aus; dieser wird durch eine ge- 


ringe Menge verdiinnten Ammoniaks wieder gelist und die 


Lisung enthalt dann fast die ganze urspriingliche Menge der 
Kinase. 


Versuch 11. 10,0 ccm einer 0,01 n-essigsauren Lésung mit 216 k.-e. 
wurden durch 1,0 ccm einer 2°/, igen Gerbsiurelésung vollstiindig gefallt; 
den in der Zentrifuge abgeschleuderten Niederschlag liste man dann in 
i0,5 cem 0,01 n-Ammoniak wieder auf. In der Mutterlauge war keine 
Kinase mehr nachweisbar (0,05 cem: 0,16 cem 0,2 n-Lauge: 0,00 k.-e.), 


_ wihrend die ammoniakalische Lésung noch 210k.-e., d.i. 97°/, vom 


Aktivator, enthielt (0,04 cem: 0,79 cem 0,2 n-Lauge: 0,80 k.-e.). 


Die Fallbarkeit der Enterokinase durch Tannin erweist 
sich indessen, wie Tabelle 4 veranschaulicht, als abhingig von 
der Glycerinkonzentration der Lésung, sie nimmt mit steigen- 
dem Glyceringehalt mehr und mehr ab, um schon bei einer 
Konzentration von 40°/, ganz zu verschwinden. ‘Tabelle 4 
vergleicht das Verhalten des Aktivators in roher und durch 
Fillung mit Alkohol und Uran gereinigter Liésung gegeniiber 
Tannin, ihre Angaben bezeichnen die fallbaren Anteile in 
Prozent. 


Tabelle 4. 
Tanninfillung und Glyceringehalt. 























Glyceringehalt (°' 

Kinasepriparat : ° Us) 
_ ; o 10 | 20 | 80 | 40 
Essigsiiure-Mutterlauge. . . . . | 100 | 100 | 70 | 33 4 
Uran-Elution . . . .. .. 100 | 55 | 15 10 , 90 





Wahrend bei der rohen Lésung mit steigender Glycerin- 
konzentration die Fallbarkeit durch Tannin mit der schitzungs- 
weise ermittelten Menge des entstandenen Niederschlags gleich- 
miBig abnimmt, findet man fir das reinere Praparat bei 
geringerem Glyceringehalt die Bedingungen giinstiger; es er- 
dffnet sich hier die Méglichkeit, den Aktivator in den Mutter- 
laugen der Gerbsiurefillung anzureichern. 


Alkoholfillung des Rohauszugs. Im Gegensatz zu 
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den bei Lipase’) und bei Amylase”) aus Pankreas gewonneney 
Erfahrungen zeigt die Enterokinase, wenigstens in den rohen 
Lisungen, aus denen sie vollstandig niedergeschlagen wird, 
verhaltnismaBig groBe Bestaindigkeit gegeniiber der Kinwirkung 
von Alkohol oder Aceton. Versetzt man eine solche Kinase. 
lésung mit Alkohol bis zu einem Gehalte von 90°/, und list 
dann die abgetrennte Fallung wieder in Wasser auf, so findet 
man auch nach einstiindiger Einwirkung des organischen 
Mittels keine oder keine sehr betrichtliche EinbuBe an 
Aktivitit, wihrend die Bestimmung der triiben Suspensionen 
selbst etwas zu niedrige Werte ergibt (Versuche 12, 13 und 14a), 
Etwas gréBer scheint die Empfindlichkeit des Aktivators bei 
der Einwirkung des Lésungsmittels auf die saure, mit Essig- 
siure vorgereinigte Lésung zu sein (Versuch 14b); es ist aber 
nicht untersucht, ob diese Erscheinung allein auf den Winfiub 
der sauren Reaktion oder ob sie auf den gesteigerten Reinheits- 
grad zuriickzufiihren ist. 


Versuch 12. 10,0 ecm neutralen Rohauszug, enthilt 160 k.-e. 
(0,05 cem: 0,78 ccm 0,2 n-Lauge: 0,80 k.-e.), versetzte man mit 90 ccm 
absolutem Alkohol; die sofort auftretende leichte Triibung wurde 
allmihlich stiirker und fiihrte nach etwa einer Stunde zur Abscheidung 
deutlich erkennbarer Fléckchen. Eine Bestimmung der alkoholischen 
Suspension ergab nach a) 15, b) 60 Minuten noch a) 0,76, b) 0,70 k.-e. 
in der Bestimmungsprobe von 0,50 cem, mithin 152 bzw. 140 k.-e. ins- 
gesamt. Nach Verlauf einer Stunde schleuderte man den gebildeten 
Niederschlag in der Zentrifuge ab und léste ihn in 10,0 cem Wasser 
wieder auf. Diese enthielten dann noch insgesamt 158 k.-e. (0,05 ccm: 
0,77 cem 0,2 n-Lauge: 0,79 k.-e.), es war also kein Aktivititsverlust zu 
beobachten. 

Versuch 13. 10,0 ccm des Extraktes von Versuch 12 (mit 160 k.-e.) 
wurden mit 90 cem Aceton vermischt; in 0,50 cem der stark getriibten 
Mischung bestimmte man nach 45 Minuten noch 0,57 k.-e. Die Lésung 
des nach 1 Stunde in der Zentrifuge abgeschleuderten Niederschlages 
in 10,0 cem Wasser enthielt noch 140 k.-e. (0,05 ccm: -0,73 ccm 
0,2 n-Lauge: 0,70 k.-e.); die EinbuB’e an Aktivitit betrug mithin 
etwa 12°/). 





1 R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 
S. 182 und zwar S. 154 (1922/28). 

*) R. Willstaitter, E. Waldschmidt-Leitz u. A. R. F. Hesse, 
Diese Zs. Bd. 126, S. 148 und zwar S. 162 (1922/23). 















































Zur Kenntnis der Enterokinase. 229 


Versuch 14. a) 10,0 cem neutralen Kinaseauszug mit 210 k.-e. 
fillte man mit 90 cem absolutem Alkohol und léste die nach 15 Minuten 
abgetrennte Fallung in 20,0 ccm Wasser; sie enthielt noch 192 k.-e., 
d.i. 91°/, (0,05 com: 0,60 cem 0,2 n-Lauge: 0,48 k.-e.). 

b) 10,0 ecm Kinaseauszug mit 230 k.-e. unterwarf man einer Vor- 
reinigung durch 0,5 cem n-Essigsiure, wobei der Kinasegehalt der 
Mutterlauge (insgesamt 10,5 ccm) auf 214 k.-e. zuriickging (0,03 cem: 
0,67 cem 0,2 n-Lauge: 0,61 k.-e.); nach dem Versetzen mit 90 eem Alkohol 
und Wiederauflésen der sogleich abgeschleuderten Fillung in 10,0 eem 
H,O lieBen sich noch 158 k.-e. nachweisen (0,04 cem: 0,68 ecm 
0,2n-Lauge: 0,63 K.-E.), entsprechend einem Aktivitaitsverluste von 26°/,. 


Die mittels der Alkoholfallung erreichbare Konzentrations- 
steigerung des Aktivators ist erheblich; man findet den Rein- 
heitsgrad der mit Alkohol gefillten und nach dem Wieder- 
auflésen in Wasser bestimmten Kinase etwa 5mal gréBer bei 
dem neutralen, etwa 7mal gréBer bei dem vorgereinigten, an- 
gesiuerten Auszug (Kinasewert 16,3 bzw. 27,4). 

Versuch 15. 10,0 cem der in Versuch 14a aus der Alkoholfallung 
gewonnenen Kinaselésung (enth. 96k.-e.) hinterlieBen auf dem Wasser- 
bade 5,9 mg Trockenriickstand entsprechend dem Kinasewert 16,3. 

4,0 cem der wiibrigen Liésung aus der Alkoholfadilung von Ver- 
such 14b (enth. 63 k.-e.) lieferten, auf dem Wasserbad zur Trockne 
eingedampft, 2,3 mg Trockenriickstand; daraus ergibt sich der Kinase- 
wert 27,4. 

Fillungsreaktionen gereinigter Kinaselésungen. 
Die reineren Lisungen des Aktivators, schon die durch Be-. 
handlung mit Essigsiure und darauffolgende Alkoholfallung 
gewonnenen, geben nur noch einen Teil der in den rohen 
Ausziigen beobachteten Fallungsreaktionen. So JaBt sich in 
ihnen auf Zusatz von Kisen-, Quecksilber- oder Bleilésung 
keine Niederschlagsbildung oder Triibung mehr wabrnehmen; 
auch findet man die Menge der mit Uransalz entstehenden 
Fillung betrichtlich geringer, wihrend die Menge des Tannin- 
niederschlags nicht wesentlich abzunehmen scheint. Damit 
hingt zusammen, daB auf dieser Stufe der Reinigung die 
Elution der Enterokinase aus ihrer Fallung durch Uran keine 
meBbare Steigerung der Konzentration mehr bewirkt, wihrend 
die Fraktionierung mittels Gerbsiiure noch etwas weiter zu 
fiihren scheint (Versuche 16 und 17, Kinasewert 28,4 bzw. 41,3). 
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Versuch 16. 50cem wiBrige Kinaselésung, durch Auflisen de, 
Alkoholfaillung gewonnen, mit 567k.-e. (0,03 ccm: 0,52 cem 0,2 n-Lauge: 
0,34 k.-e.) fallte man mit 2,0 cem 2°/,iger Uranylacetatlésung (einer 2 
volistindiger Fallung ausreichenden Menge) und eluierte den Nieder. 
schlag in der Zentrifuge durch 20 cem 2?/, basisches Ammonphosphat + 
10 cem 87°, iges Glycerin. Die Elution enthielt in 380 cem noch 
480 k.-e. (0,05 cem: 0,78 cem 0,2 n-Lauge: 0,80 k.-e.), d.i. 85°/, de 
Ausgangslésung. 

28 ecm der Elution (enth. 448 k.-e.) dialysierte man in einer 
sogenannten Fischblase unter Toluol und unter stindiger Rihrung mit 
CO, 7 Tage lang gegen flieBendes destilliertes Wasser und befreite sie 
so vom Glycerin und von Salzen'); sie wies dann noch 15,8 mg Trocken. 
riickstand auf, entsprechend dem Kinasewert 28,4. 

Versuch 17. 40,0 ccm: einer Auflésung der Alkoholfillung, 22°), 
Glycerin enthaltend, mit 747 k.-e. (0,03 ecm: 0,64 cem 0,2 n-Lauge: 
0,56 k.-e.) sdiuerte man mit 0,8 ccm n-Essigsiiure an und versetzte sie 
mit 1,2 cem 2°/,igem Tannin, die bei dem angewandten Gehalte a 
Glycerin nur eine unvollstiindige Fallung bewirkten; die gegen Lackmus 
neutralisierte Mutterlauge wurde sodann im Faust-Heimschen Apparat 
auf 28 cem eingeengt und enthielt dann noch 490 k.-e. (0,02 ccm: 
0,53 ecm 0,2 n-Lauge: 0,35 k-e.). Nun fillte man die Kinase durch 
Zusatz von 400 cem 96°/,igem Alkohol aus und léste den Niederschlag 
wiederum in 42 cem H,O; die gesamte Menge der Kinase in der Lésung 
betrug noch 462 k.-e. (0,03 eem: 0,51 cem 0,2 n-Lauge: 0,33 k.-e.). 

30 ccm dieser Lésung (mit 330 k.-e.) hinterlieBen, auf dem Wasser- 
bade zur Trockne eingedampft, 8.00 mg Riickstand; daraus ergibt sich 
der Kinasewert 41,3. 


Die Fallbarkeit des Aktivators durch Uransalze wie durch 
Tannin beobachtete man auf allen untersuchten Stufen der 
Reinigung; auch bei dem reinsten erhaltenen Priparate vom 
Kinasewert 96,3, das durch aufeinanderfolgende Anwendung 





1) Die Enterokinase dialysiert, wie bereits mitgeteilt (5. Abh. 
S. 229), unter diesen Bedingungen nicht durch die Membran, man fand 
nach mehrtiigiger Dialyse von Rohausziigen dié ganze Menge im Dialy- 
sator wieder. In reinerer Lésung tritt jedoch, wie bei den pankrea- 
tischen Enzymen, im Verlaufe der Dialyse mit der Abnahme des 
Glyceringehaltes zunehmende Zerstérung des Aktivators ein; fiir die s0 
ermittelten Reinheitsgrade gelten daher die bereits friiher erwahnten 
Einschriinkungen [siehe die 2. Abhandlung (,,Uber Pankreaslipase“), 
Diese Zs. Bd. 125, S. 132 und zwar S. 192 (1922/28), sowie die 10. Ab- 
handlung (,,Uber das Adsorptionsverhalten der Pankreasamylase’) 
Diese Zs., im Druck]. 
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der Fallung mit Essigsiure, mit Alkohol und mit Tannin und 
weiter durch Adsorption mit Tonerde und mit Kaolin ge- 
wonnen war, lieB sich mit diesen Mitteln, wie durch nach- 
stehenden Versuch belegt wird, der weitaus gréBte Teil der 
Kinase niederschlagen. Es ist indessen noch nicht erwiesen, 
ob diese Reaktionen in der Tat dem Aktivator selbst eigen- 
timlich sind oder ob sie nicht gleichfalls noch durch Begleit- 
stoffe vorgetiiuscht werden. 


Versuch 18. Je 10,0 cem einer Kaolinelution (vom Kinasewert 96,3) 
mit 95 k.-e. versetzte man mit a) 40 ccm 10°/,igem Glycerin + 1,0 cem 
n-Essigsiiure + 1,0 eem 2°/,igem Tannin, b) 0,5 cem n-Essigsaure + 0,5 cem 
2°/,igem Uranylacetat und bestimmte den Kinasegehalt der in der Zentri- 
fuge abgetrennten Mutterlauge; er betrug a) in 52ccm noch 23 k.-e, 
(0,60 cem: 0,46 cem 0,2 n-Lauge: 0,26 k.-e.), b) in 11 cem noch 11k.-e. 
(0,10 cem: 0,80 cem 0,2 n-Lauge: 0,10 k.-e.). Der gefillte Anteil des 
Aktivators belief sich also auf a) 76 und b) 89°/,. 


III. Uber das Adsorptionsverhalten der Enterokinase. 


Adsorption durch Tonerde aus Rohauszug. Die 
Enterokinase wird aus ihren rohen Ausziigen, beispielsweise 
bei saurer Reaktion, glatt durch Tonerde adsorbiert; so gelang 
es, wie bereits in der 5. Abhandlung beschrieben wurde}), sie 
von Trypsin zu trennen, das infolge seiner geringeren 
Adsorptionsaffinitit zum gré8ten Teil in den Adsorptions- 
mutterlaugen zuriickblieb, Das Adsorptionsverhalten des Akti- 
vators gegentiber der Tonerde ist in der vorliegenden Arbeit 
etwas eingehender untersucht worden, um die geeignetsten 
Bedingungen fir eine priparative Anwendung des Adsorptions- 
verfahrens zu erkennen. So war es im Hinblick auf die bei 
der Enzymadsorption gewonnenen Erfahrungen von Belang, 


den KinfluB der Reaktion und ferner die Wirkung der Ver- 


diimnung und der Gegenwart von Alkohol auf die Adsorbier- 


 barkeit der Enterokinase auf verschiedenen Stufen der Reinigung 


zu beschreiben. In der nachstehenden Tabelle 5 wird das 
Adsorptionsverhalten des Aktivators in den rohen Lésungen, 
nimlich den Mutterlaugen der Essigsaurefallung, unter ver- 


) Ava. O. S. 235, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLII. 
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schiedenen Bedingungen durch einige Beispiele umrissen; ia) 
verwandte zu jedem Versuche 10 ccm der Kinaselésung inj 
250 ke. und unterwarf sie der Kinwirkung verschiedene; 
Mengen eines Tonerdepriparates der Sorte C (Analysenpraparat 
von Willstatter und Kraut)'), dann bestimmte man die 
Kinase in der Adsorptionsrestlésung; die Angaben der Tabelle 
bedeuten die adsorbierten Anteile in Prozent. 


Tabelle 5. 


Adsorption durch Tonerde aus Rohlésung. 





ec 

















Alkohol- | Kinase- 

Angew. mg Al,() 

Nr. | Reaktion der Liésung| Konz. a “a ii 
"lo 1 Liter | 1,65 | 3,30 | 4,95 

1 neutral, py = 7,0 0 25,0 — 40 a 
2 P " 50 12,5 70 | 87 | 100 
3 n/20-ammoniakalisch 0 25,0 — 5 ~- 
4 sauer, py = 4,7 0 25,0 — 65 | — 
5 n/20-essigsauer 0 25,0 44 68 | 80 
6 Z 50 12,5 — | 95 | 100 
7 m 0 5,0 — 56 | — 

















Wie aus der Tabelle hervorgeht, ist die Adsorbierbarkeit 
des Aktivators in diesen Lésungen am geringsten bei alkalischer 
und am héchsten bei saurer Reaktion, und zwar findet man 


hier keinen merklichen Unterschied zwischen p,, = 4,7 (Nr. 4 
und der Reaktion 1/,,-normaler Essigsiure (Nr. 5); dagegen | 


scheint in der verdiinnteren Lésung (Nr. 7) die Adsorption 
etwas ungiinstiger zu sein. Sodann zeigt es sich, daB die 
Adsorption der Kinase durch Zusatz von Alkohol bedeutend 
verstirkt wird, und zwar sowohl in neutralem wie in saurem 
Mittel (Nr. 1 und 2, sowie Nr. 5 und 6). Man hat diese Er- 
scheinung im Kinklang mit den iiber das Adsorptionsverhalten 
mancher Enzyme gewonnenen Erfahrungen?) auf eine Ent- 





1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1117 und zwar S. 1118 (1923). 

*) Vgl. Liebigs Ann. der Chem. Bd. 422, S. 47 und zwar 8. 63 und 
Bd. 430, S. 269 und zwar 8. 275 (Peroxydase); Diese Zs. Bd. 125, S. 132 
und zwar S. 166 (Pankreaslipase); Diese Zs. Bd. 126, S. 143 und zwar 
S, 165 und die 10. Abhandlung dieser Reihe, Diese Zs., im Druck 
(Pankreasamylase). 
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ywicklung saurer Kigenschaften durch das Lisungsmittel zuriick- 
qufiihren, entweder des Aktivators selbst oder mit ihm ver- 
gesellschafteter amphoterer Begleitstoffe.’) 

Adsorption durch Tonerde aus reinerer Lisung. 
Prift man das im vorangehenden am Beispiele eines Roh- 
auszugs beschriebene Adsorptionsverhalten des Aktivators an 
reineren Lésungen nach, so erhalt man wesentlich abweichende 
Ergebnisse. Schon bei einem durch Alkoholfallung aus saurer 
Lisung gereinigten Praparate, aus dem mittels Gerbsiiure noch 
weitere Begleitstoffe abgetrennt waren, findet man die Adsor- 
bierbarkeit am giinstigsten bei neutraler Reaktion; auch der 
fordernde EKinflu8 des Alkohols, der fiir das Adsorptions- 
verhalten in roher Lésung charakteristisch war, fehlt bei dem 
reineren Praiparat. Die vorgenommenen Operationen haben 
also zur Abtrennung amphoterer Begleitstoffe gefiihrt, deren 
Gegenwart das Adsorptionsverhalten des Aktivators in hohem 
MaBe beeinfluBt. Mit der Abtrennung dieser Stoffe scheint 
auch eine Abnahme der Adsorbierbarkeit des Aktivators iiber- 
haupt verbunden zu sein, die unter gleichen Bedingungen ge- 
messenen Adsorptionswerte der Tonerde sinken in der reineren 
Lisung. Diese Beobachtung iiber den wechselnden EinfluB 
des Alkohols erinnert an das Verhalten der Pankreasamylase; 
auch fiir dieser Fall hat sich nimlich der Nachweis erbringen 
lassen, daB die adsorptionssteigernde Wirkung des organischen 
Lisungsmittels sich nur gegeniiber bestimmten Koadsorbenzien 
des Enzyms und nicht gegeniiber dem Enzym selbst geltend 
macht und daB sie bei gewissen Reinigungsvornahmen ver- 
schwindet.?) 

Im folgenden Versuche wird die Adsorption der ge- 
reinigten Knterokinase durch Tonerde an einigen Beispielen 
veranschaulicht. 


Versuch 1. Je 20,0 cem einer durch Fiillung mit Essigsiiure und 
Alkohol und durch Fraktionierung mit Tannin gereinigten, etwa */,,n- 





1) Vgl. R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Chem. Ber. 
Bd. 54, S, 2988 (1921). 
_ 9) R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz u. A.R. F. Hesse, 
Uber das Adsorptionsverhalten der Pankreasamylase, Diese Zs., im Druck. 
16* 
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essigsauren Kinaselésung mit einem Gehalte von 110k.-e. (0,06 coy. 
0,52 ccm 0,2 n-Lauge: 0,33 k.-e.) adsorbierte man a) ohne Zusatz, als) 
bei saurer Reaktion, b) unter Zusatz von 10,0 cem absolutem Alkohg! 
(bei saurer Reaktion), c) und d) nach Neutralisation durch 0,35 com 
n-NH3: NH, mit a), b) und ¢) 0,30 cem (4,95 mg) und mit d) 0,40 co 
Tonerdesuspension © (6,60 mg Al,O,) und bestimmte die in der Restlisung 
verbliebene Kinasemenge. Sie betrug a) 39 (0,10 cem: 0,88 cem 0,21. 
Lauge: 0,19 k.-e.), b) 39 (0,10 cem: 0,32 ccm 0,2 n-Lauge: 0,13 k.-e), 
c) 14 (0,10 ccm: 0,27 eem 0,2 n-Lauge: 0,07 k.-e.) und d) 6,2 ke 
(0,10 cem: 0,23 ccm 0,2 n-Lauge: 0,03 k.-e.); der adsorbierte Anteil belie! 
sich auf a) und b) 65, ¢c) 87 und d) 94°/,. 


Elution der Tonerdeadsorbate. Die Elution de 
Enterokinase aus den Tonerdeadsorbaten gelingt in _betrie. 
digender Ausbeute mit .verdiinntem Ammoniak, in besserer 
noch mit alkalischem Phosphat. Da der Aktivator indes iy 
reinerer Liésung gegeniiber der Einwirkung von Alkali selr 
unbestindig wird, empfiehlt sich fiir praparative Zwecke seine 
Elution durch Phosphatgemische von neutraler Reaktion, die 
gleichfalls zu guten Ausbeuten fiihrt. 


Versuch 2. Vergleichende Elution mit Alkali und mit Alkali. 
phosphat. 


Je 10,0 cem einer Mutterlauge der Essigsiurefillung  (enth 
145 k.-e.) adsorbierte man aus saurer Liésung nach Zusatz von 5 cc 
absolutem Alkoholmittels 0,30 cem Tonerde C (4,95 gm Al,O,); in 15,3 cem 
der Restlésung fanden sich noch 29 k.-e. (0,10 cem: 0,38 ccm 0,2 n-Lauge: 
0,19 k.-e.), das Adsorbat enthielt also 116 k.-e. Man eluierte es mit 
5,0 cem87°/,igem Glycerin + a) 5,0 ecm 0,2 n-Ammoniak-Ammonchlorid- 
puffer (py; = 9,2), b) 5,0 eem 0,4°/,igem Diammonphosphat; die Elution 
enthielt dann a) 80 (0,04 ccm: 0,50 cem 0,2 n-Lauge: 0,32 k.-e. 
b) 100 k.-e. (0,04 cem: 0,56 cem 0,2 n-Lauge: 0,40 k.-e.), entsprechend 
einer Elutionsausbeute von a) 70, b) 86°). 


Versuch 3. Vergleichende Elution mit neutralem und mit alka 
lischem Phosphat. 


Aus 20,0 cem einer neutralen, gereinigten Kinaselésung, enth. 103 k.-t. 


(0,06 ccm: 0,49 cem 0,2n-Lange: 0,31k.-e.), nahm man mit 0,40 cem § 


der Tonerde C (6,60 mg Al,O,) insgesamt 97k.-e. auf, die Restlésung 
enthielt namlich noch 6 k.-e. (0,10 cem: 0,23 cem 0,2 n-Lauge: 0,03 k.-e.) 
Das Adsorbat wurde dann der Elution durch a) 20,0 cem 0,1 n-Phosphat: 
puffer von py = 7,0, 43°/, Glycerin enthaltend, b) durch ebendiese 
Mischung nach Zusatz von 0,5 ecm n-NH, unterworfen; in dieser fanden 
sich dann a) 78 (0,06 ccm: 0,42 cem 0,2 n-Lauge: 0,23 k.-e.) und 
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|») 96 k.-e. (0,06 com: 0,47 ccm 0,2 n-Lauge: 0,29 k.-e.), die Ausbeute 
 petrug also 80 baw. 100°). 


Versuch 4. Elution mit neutralem Phosphat. 
Ein aus reinerer Lésung gewonnenes 'Tonerdeadsorbat, 1,425 k.-e. 


| in 0,0726 g Al,O, (Sorte C) enthaltend, eluierte man durch Behandlung 
- mit 100 cem 0,1 n-Phosphatpuffer von py = 7,0; in der Elution fanden 
sich noch insgesamt 1,250 k.-e. (0,04 ccm: 0,61 cem 0,2 n-Lauge: 
| 0,50 k.-e.) entsprechend einer Ausbeute von 88°/,.° 


Die Steigerung des Reinheitsgrades bei der Adsorption 
durch Tonerde aus roher Lésung ist nicht betriachtlich, sie ist 
geringer als die durch Alkoholfallung bewirkte; die einmalige 
Adsorption einer Mutterlauge der KEssigsiurefallung fiihrte 
zum Kinasewert 19,5, wabrend gem&éB den in der 5. Abhand- 
lung mitgeteilten Versuchen’) die Aufeinanderfolge von Essig- 
siure-, Sublimat- und Uranfallung und von Tonerdeadsorption 
den Kinasewert 28,7 ergeben hatte. 


Versuch 5. Aus 25,0 cem essigsaurer Kinaselésung mit 103 k.-e., 
wurde nach dem Versetzen mit 13,0 ccm absolutem Alkohol durch 
1,0 cem der Tonerdesuspension © (16,5 mg Al,O;) die ganze Kinasemenge 
aufgenommen; die Elution bewirkte man mit 30 ccm 0,05 n-Ammoniak, 
sie enthielt noch 195 k.-e. (0,04 cem: 0,45 ecm 0,2 n-Lauge: 0,26 k.-e.) 
und 10,0 mg Trockenriickstand, entsprechend dem Kinasewert 19,5. 


Tabelle 6. 


Adsorption durch Kaolin aus Rohlésung. . 
Angewandt je 200k.-e.; Angaben bedeuten die adsorbierten Anteile 
in Prozent.) 








Alkohol- | ™™8e- | — angewandt ¢ Kaolin 


e ee konz. 
Reaktion der L konz. 
I osung onz K.-E. 


ay A in 1 Liter 





0,057 0,118 | 0,226 | 0,453 

















neutral 0 20 — 
desgl. 30 15 — | 
n/20-ammoniakalisch 0 20 — | 
n/20-essigsauer 0 20 30 | 
desgl. 30 15 — | 
desgl. 0 4 — 
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Adsorption durch Kaolin. Auch mittels Kaolin 14g; 
sich die Enterokinase adsorbieren; die voranstehende Tabelle ¢ 
veranschaulicht die Adsorption des Aktivators durch elektro. 
osmotisch gereinigtes Kaolin aus roher Lésung, namlich eine: 
Mutterlauge der Essigsiurefaillung, unter verschiedenen Pe. 
dingungen. 

Wie die Tabelle zeigt, ist die Adsorption der Kinase be; 
weitem am héchsten in saurem Medium, wihrend der Zusat; 
von Alkohol weder bei neutraler noch bei saurer Reaktioy 
einen deutlichen Einflu8 erkennen lat. Noch schirfer trit: 
der EKinfluB der Reaktion bei reineren Praparaten in Er. 
scheinung, hier wird der Aktivator aus neutraler Lésung ga: 
nicht mehr von dem Adsorbens aufgenommen; auch in diesei 
Falle ist also ein gewisser KinfluB der Begleitstoffe deutlicl 
erkennbar. 

Versuch 6. Je 20,0 cem einer durch KEssigsiiure- und Alkohol: 
fillung sowie durch Fraktionierung mit ‘l'annin gereinigten essigsauren 
Kinaselésung, enthaltend 103 k.-e., unterwarf man der Adsorption dure, 
4,0 ccm einer Suspension von elektroosmotisch gereinigtem Kaolin (ent: 
haltend 0,226 g) a) ohne Zusatz, also bei saurer Reaktion, b) nac! 
Neutralisation mit 0,35 ccm n-NH;,; in der Restlésung fanden sich noe} 
a) 111 (in 22,3 cem; 0,10 cem: 0,61 cem 0,2 n-Lauge: 0,50 k.-e.) und 
b) 13 k.-e. (in 22,0 ccm; 0,10 cem: 0,26 ccm 0,2 n-Lauge: 0,06 k.-e.), & 
waren also 0, bzw. 87°/, vom Aktivator adsorbiert. 

Die Elution der Kinase aus den Kaolinadsorbaten gelingi 
leicht und nahezu vollstandig bei Anwendung von verdiinnten 
Ammoniak oder auch von alkalischer Phosphatlésung, zu 
Stabilisierung mit Glycerin vermischt. Der Aktivator sche 
also, auch in reinerer Lésung und in den Adsorbaten, gegeniibe: 
der Einwirkung des elektroosmotisch gereinigten Kaolins be- 
stiindig zu sein im Gegensatz zu den, fir Invertin!) wie fi 
Amylase aus Pankreas’) geltenden Erfahrungen. Die Kov- 
zentrationssteigerung des Aktivators bei der Adsorption durcl 
Kaolin aus rohem Auszug, gemessen durch den Kinasewett 





1! R. Willstaitter u. K. Schneider, diese Zs. Bd. 133, 5. 1% 
und zwar §S. 200 (1923/24). 

*) R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz u. A. R. F. Hesse. 
diese Zs., im Druck. 
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der Elution, fand man giinstiger als bei der entsprechenden 
Behandlung mit Tonerde, aber auch nicht so giinstig wie nach 
einer Alkoholfallung aus saurer Lésung. 


Versuch 7. Elution aus Rohadsorbat. 

21,0 cem einer Mutterlauge der Essigsiiurefillung mit 261 k.-e. 
adsorbierte man durch 16,0 ccm Kaolinsuspension (enthaltend 0,906 g) 
und eluierte das Adsorbat durch Behandlung mit a) 15,0 cem 0,066 n-NH, 
(43°/, Glycerin enthaltend), b) 20,0 cem 0,25 °/, igem Diammonphosphat 
(43°/. Glycerin enthaltend). Die Restlésung enthielt in 29 eem 48 
(0,20 cem: 0,49 cem 0,2 n-Lauge: 0,30 k.-e.) und die Elution a) 190 
0,06 cem: 0,77 cem 0,2 n-Lauge: 0,76 k.-e.) und b) ebenfalls 190 k.-e. 
(0,06 cem: 0,64 cem 0,2 n-Lauge: 0,57 k.-e.); es waren also in beiden 
Fillen 87°/, der adsorbierten Kinase eluiert. 

15,0 cem der geklarten Elution von a) wiesen nach 7 tigiger Dialyse 
noch 8,2 mg Trockenriickstand auf entsprechend dem Kinasewert 23,2. 

Versuch 8. Elution aus reinerem Adsorbat. 

Je 90 ccm einer gereinigten Lésung (nach Alkohol- und Gerbsiure- 
fillung erhalten) mit 355 k.-e. adsorbierte man bei saurer Reaktion mit 
25 cem Kaolinaufschlammung (1,415 g) und eluierte das Adsorbat dann 
mit a) 50 cem 0,02 n-NH,, b) 50 cem 0,05 n-NH;, c) 50 eem 0,1 n-Am- 
moniak-Ammonchloridpuffer von py = 9,2 (je 43 °/, Glycerin enthaltend). 
Da die Adsorptionsrestlésung in insgesamt 310 ccm noch 124 K.-E. ent- 
hielt (0,10 cem: 0,24 ccm 0,2 n-Lauge: 0,04 k.-e.), waren je 314 k.-e. 
adsorbiert. In der Elution fanden sich a) 325 (0,04 cem: 0,45 eem 
0,2 n-Lauge : 0,26 k.-e.), b) 263 (0,04 cem: 0,40 cem 0,2 n-Lauge: 0,21 k. -e.), 
c) 213 k.-e. (0,04 cem: 0,37 ecm 0,2 n-Lauge: 0,17k.-e.) wieder; die 
Elutionsausbeute betrug also a) 103, b) 84, ¢) 70°). 


IV. Kinasepraparate. 


Verfahren der Reinigung. Aut die gewonnenen KEr- 
keuntnisse von dem Verhalten der Enterokinase lassen sich 
priiparative Methoden zur Anreicherung des Aktivators griinden, 
wie sie aus einer Vereinigung beispielsweise von Fallungs- und 
Adsorptionsvornahmen sich ergeben. Es hat sich als zweck- 
miBig erwiesen, die Reinigung des Aktivators nach der Be- 
seitigung der durch Sdure fillbaren Begleitstoffe durch eine 
Alkoholfallung aus saurer Liésung einzuleiten, die die Kinase 
in etwa 7mal konzentrierterer Form niederzuschlagen erlaubt. 
Von den auf der so erreichten Stufe der Reinigung (Beispiel 
vom Kinasewert 27) noch beobachteten Fallungsreaktionen, der 
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Reaktion mit Gerbsiure und mit Uransalz, hat nur die ersteye 
praparative Bedeutung; es hat sich namlich in vergleichenden 
Versuchen gezeigt, daB in diesem Zustande die durch eine 
Uranfillung erreichbare Konzentrationssteigerung nur up. 
bedeutend bleibt. Dagegen fiihrt die Fraktionierung mit Gerb. 
siure bei einer geeigneten Glycerinkonzentration, etwa zwischer 
20 und 30°/,, noch zu einer Abtrennung von Begleitstoffen, 
Die Anwendung der Adsorptionsverfahren auf die erhaltenen 
reineren Lésungen gestattet den Reinheitsgrad des Aktivators 
noch weiter zu steigern. So hat in dieser Arbeit eine eip- 
malige Adsorption der Kinase mit Tonerde in der Elution z 
dem Kinasewert 47, mit Kaolin zu dem Kinasewert 58 ge. 
fiihrt, die auswahlende Wirkung der beiden Adsorbenzien war 
also nicht sehr verschieden. Dagegen hat der Wechsel in de 
Polaritit des Adsorbens, die Kombinierung von Tonerde- mit 
Kaolinadsorption, eine weitere Steigerung des Reinheitsgrade; 
erlaubt zu dem besten erhaltenen Priparate vom Kinasewert 96: 
in diesem Praparate ist also die Konzentration der Kinase 
etwa 100mal so groB als in der getrockneten Schleimhaut. 
Ks wird indessen noch eingehenderer Erfahrungen bediirfen, 
um die giinstigsten Bedingungen fiir die Reinigung des 
Aktivators aufzusuchen und den Reinheitsgrad der Priaparate 
weiter zu stelgern. 


Im folgenden sollen die gewonnenen Ergebnisse und Er- 
fahrungen an drei charakteristischen Beispielen beschriebeu 
werden. 


Priaparat I (einmalige Adsorption der vorgereinigten Lésuug 
durch Tonerde). 


150 cem frisch bereiteten und von iiberschiissigem Ammoniak be- 
freiten Kinaseauszug (aus 3g getrockneter Schleimhaut), enthaltend 
2,400 k.-e. (0,04 com: 0,69 cem 0,2 u-Lauge: 0,64 k.-e.); fallte man zu: 
nichst mit 7,5 cem n-Essigsiure; die Mutterlauge enthielt dann noch 
2,125 k,-e. (0,04 cem: 0,63 cem 0,2 n-Lauge: 0,54 k.-e.). Man schlug 
aus ihr die Kinase durch Zusatz von 2 Liter 96 °/,igem Alkohol nieder 
und léste die Fallung in 180 ccm 45 °/,igem Glycerin wieder auf; der 
Kinasegehalt der Lésung war nach 4 stiindiger Aufbewahrung im Eis- 
schrank auf 1,755 k.-e. zuriickgegangen (0,04 ccm: 0,54 cem 0,2 n-Lauge: 
0,39 k.-e.). Nun verdiinnte man die Liésung mit 94,5 ccm 0,05 n-Essig. 
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siure und fiallte sie durch Zugabe von 6,0 cem 2 °/, iger Gerbsiurelésung, 
wobei ein Teil des Aktivators mit den Begleitstoffen niedergeschlagen 
wurde; der Gehalt der in der Zentrifuge abgetrennten Mutterlauge 
(265 ecm) belief sich noch auf 1,413 K.-E. (0,06 cem: 0,51 cem 0,2 n-Lauge: 
0,32 k.-e.). Man adsorbierte sie nach dem Neutralisieren mit 4,7 eem 
n-NH, durch 5,3 cem 'Tonerdesuspension C (0,0875 g Al,O,) und eluierte 
das Adsorbat mit 120 ccm n/30-Phosphatmischung von py = 7,0 (43°), 
glycerin). In der Restlésung der Adsorption fanden sich noch 55 k.-e. 
in 275 ecm (0,10 com: 0,22 ccm 0,2 n-Lauge: 0,02 F.-e.) und die 
mittels Kieselgur geklarte Elution enthielt insgesamt 1,14 k.-e. (0,04 cem: 
(0,54 ecm 0,2 n-Lauge: 0,38 k.-e.) d. i. 48 °/, von der Kinasemenge 
in Ausgangsextrakt. 

Die ganze Menge der Elution dialysierte man dann 7 Tage lang 
in sogenannten Fischblasen') gegen flieBendes destilliertes Wasser und 
isolierte nach dem Eindampfen auf dem Wasserbad daraus 24,3 mg 
Trockensubstanz, entsprechend dem Kinasewert 46,9. 


Priparat IIT (einmalige Adsorption der vorgereinigten 
Lésung durch Kaolin). 

Nach dem bei Praparat I beschriebenen Verfahren erhielt man aus 
250cem Rohauszug nach Fallung mit Saure, Alkohol und Tannin eine 
Mutterlauge, die in 450 ccm noch 2,850 K.-E. aufwies (0,03 ecm: 0,38 cem 
0,2 n-Lauge: 0,19 k.-e.). 225 cem von dieser (1,425 k.-e.) unterwarf 
man der Adsorption durch 50 cem Kaolinaufschlimmung (2,83 g) und 
eluierte das Adsorbat durch 100 cem 0,05 n-Ammoniak (43 °/, Glycerin 
enthaltend). Wibhrend die Adsorptionsrestlésung keine meSbare Menge 
Kinase mehr enthielt, betrug der Gehalt der geklirten Elution noch 
1,375 K.-E. (0,04 cem: 0,64 cem 0,2 n-Lauge: 0,55 k.-e.) d. i. 96°/) der 
Ausgangslésung. Sie hinterlieB nach 6'/,tagiger Dialyse 23,6 mg 
Trockenriickstand; daraus berechnet sich der Kinasewert 58,3. 

Praparat III (Adsorption der vorgereinigten Lésung durch 
Tonerde und durch Kaolin). 

Die Vorreinigung der Kinaselésung durch Essigsiure, 
Alkohol und Gerbsiiure erfolgte, wie bei Priparat I beschrieben; 
man gewann aus 250 ccm Rohauszug 450 ccm noch saurer 
Lésung mit 2,72 K.-E. Nach dem Neutralisieren mit 7,8 ccm 
n-NH, adsorbierte man die Kinase mit 8,8 com Tonerde- 
suspension C (0,1452 g Al,O,) und eluierte aus dem Adsorbat 
durch Behandlung mit 200 ccm 0,05 n-Phosphatmischung 
‘Py, = 7,0, 43°/, Glycerin enthaltend) insgesamt 2,50 K.-E. 





) Vgl. die Ausfithrungen an anderer Stelle. 
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(0,04 com: 0,61 ccm 0,2 n-Lauge: 0,50 k.-e.). Die mit 15,0 coy 
n-Kssigsiure angesdiuerte Elution unterwarf man einer weiterey 
Adsorption durch 100 ccm einer Aufschlimmung von elektro. 
osmotisch gereinigtem Kaolin (5,66 g) und behandelte da; 
Adsorbat zur Elution mit 200 ccm 0,05 n-Ammoniak, welches 
43 °/, Glycerin enthielt. In der Adsorptionsrestlésung (290 ccm 
fanden sich noch 0,436 K.-E. (0,10 com: 0,35 com 0,2 n-Lauge: 
0,15 k.-e.) und in der auf der Nutsche mittels Kieselgur ge. 
klarten Elution noch 2,00 K.-E. (0,06 ccm: 0,66 ccm 0,2 n-Lauge: 
0,60 k.-e.),; d.i. 74°/, von der in der Gerbsiuremutterlauge 
und 50°/, von der im Rohauszug gemessenen Kinasemenge 
(vgl. die bei Priparat I mitgeteilte Analyse), 

182 ccm der geklairten Elution (enthaltend 1,82 K.-} 
unterwarf man 61/, Tage der Dialyse in sogenannten Fiscb- 
blasen und befreite sie so vom Glycerin und von Salzen; sic 
wiesen dann noch 18,9 mg Trockenriickstand auf entsprechend 
dem Kinasewert 96,3. 

Das Praparat enthielt noch merkliche Mengen von Protein- 
substanz. Bei trockenem Erhitzen trat Verkohlung ein unter 
Entwicklung brenzlich riechender Diimpfe von alkalischer 
Reaktion. Die 0,5°/,ige waBrige Lésung des Dialysen- 
riickstands gab deutlich positive Reaktion mit Millonschen 
Reagens wie mit Ninhydrin, wahrend die Probe auf Kohle- 
hydrat nach Molisch, auch schon nach alleiniger Adsorption 
durch Tonerde oder Kaolin (Priparat I und 11), negatiy 
ausfiel. 

Zur Bestindigkeit der Enterokinase. Angaben iiber 
die Bestandigkeit der Enterokinase in verschiedenem Rein- 
heitsgrad finden sich bereits in der 5, Abhandlung?); sie ist in 
der Fortsetzung der priaparativen Untersuchung genauer ver- 
glichen worden. So beschreibt die folgende Tabelle 7 das Ver- 
halten des Aktivators in wa8rigem Rohauszug bei der Hin- 
wirkung von Alkali und von Siure, die Zahlen der Tabelle 
geben die Menge der k.-e. in der Bestimmungsprobe (je 
0,10 ccm) an. : 





hava. O. S. 228. 
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Tabelle 7. 
Bestiindigkeit der Kinase im Rohauszug bei 30°. 

















oe zu | nach Tagen 
Beginn 1 9 | 9 4 
Scns. F _ | == | 

neutral 0,80 a ~— | @ie 0,80 
n 20-ammoniakalisch 0,80 0,80 0,70 | 0,66 0,63 
n/10- m 0,75 0,68 0,52 | 0,44 0,39 
nd- * 0,74 0,27 0,08 — | ‘ie 
n/2- “ 0,45 0,08 — | - | — 
n- 1 0,43 0,06 —_- }; — — 
n 20-essigsauer 0,80 0,82 0,77 | 0,60 — 
n 10- S 0,83 0,71 0,44 | 0,28 — 
n/5- _ 0,68 0,13 0,16 | 0,12 ~ 
» 2. 0,52 0,13 014 | 008 | — 











Die Haltbarkeit der Kinase ist bei neutraler Reaktion 
am gréBten, unter diesen Bedingungen fand man auch nach 
mehrwochentlicher Aufbewahrung (bei Zimmertemperatur) den 
Aktivatorgehalt unveriindert. In saurem wie in alkalischem 
Milieu wird jedoch, wie aus der Tabelle hervorgeht, bei 
steigender Konzentration an Saure oder Alkali die Bestindig- 
keit zunehmend geringer. Noch deutlicher wird die zerstérende 
Wirkung insbesondere von Alkali in reinerer Lésung; als ge- 
eignetes Stabilisierungsmittel erweist sich das Glycerin, dessen 
Zusatz die Zerstérung des Aktivators einigermafen hintanzuhaiten 
vermag. So hatte beispielsweise eine mittels 1°/, iger Lésung 
von Diammonphosphat aus Uranfillung bereitete Elution 
in 6 Stunden bei Zimmertemperatur bereits 75°/,, eine 
0,05 n-ammoniakalische Elution aus Tonerderohadsorbat nach 
30 Minuten 40°/, ihrer Wirkung eingebiiBt, wahrend man den 
Aktivatorgehalt der nimlichen Liésungen bei einem Glycerin- 
gehalte von 30 °/, nach den angegebenen Zeiten noch un- 
verandert fand. Allein bei noch reineren Priiparaten gelang 
es auch mittels Glycerinzusatzes nicht, die Zersetzung der 
Wirksamen Substanz bei langerer Aufbewahrung zu vermeiden. 
Die folgenden Tabellen 8 und 9 vergleichen die Bestindigkeit 
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des Aktivators in einer Mutterlauge der Gerbsiurefallung ung 
in einer Elution aus Kaolinadsorbat von dem besten erreichtey 
Reinheitsgrad (K.-W. = 96) bei verschiedener Reaktion; de 
Glyceringehalt der Proben betrug 43 °/,. 


Tabelle 8. 


Bestandigkeit der Kinase in der Tanninmutterlauge bei 30°. 
(Angaben bedeuten Menge der k.-e. in der Bestimmungsprobe von 0,05 cc, 























PH zu Beginn nach 24 Stunden | nach 40 Stunden 

4,5 0,72 0,20 0,16 

5,5 0,71 0,48 0,30 

7,5 0,72 0,18 0,11 

8,5 0,70 0,07 - 

9,5 0,65 0,00 ste 
Tabelle 9. 


Bestandigkeit der Kinase in der Kaolinelution bei 30°. 
(Angaben bedeuten Menge der k.-e. in der Bestimmungsprobe von 0,06 ccm. 


























nach Tagen 
Pu zu Beginn — 
1 2 3 
— eoaosanentndingigeetsbaincnaieaansnameranate moe as — — a | 
4,7 0,57 0,38 | 0,36 0,24 
7, 0,57 057 a 0,40 
9,5 0,57 0,39 | 0,35 0,28 


Die Zersetzung des Aktivators durch Siure oder Alkali 
nimmt also mit steigendem Reinheitsgrad zu; die besonders 
groBe Unbestindigkeit der Kinase in der Mutterlauge der 
Tanninfallung (Tab. 8), vor allem in alkalischem Mediun, 
diirfte auf den ziemlich betrachtlichen Gehalt der Lésung an 
iiberschiissiger Gerbsiure zuriickzufiihren sein. Wie die 


Tabelle 9 zeigt, tritt selbst bei neutraler Reaktion und einem 
betrachtlichen Gehalte an Glycerin nach einigen Tagen ein 
merklicher Riickgang der Aktivit&t ein. 
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Auch fiir die Unbestindigkeit der Kinaselésungen beim 


Erhitzen auf héhere Temperatur enthielt die 5. Abhandlung 
bereits Belege?); 
walnikow’), daB die Enterokinase durch Kochen zerstért 
wurde, hatten sich bestitigt. Nun untersuchte man etwas ein- 
gehender die Bestindigkeit des gelésten Aktivators bei ver- 
schiedenen Temperaturen und auf verschiedenen Stufen der 
Ks hat sich gezeigt, daB die Zerstérung der 


Reinigung. 


die alten Angaben 


von N. P. Schepo- 


Enterokinase bei neutraler Reaktion unabhingig vom Rein- 
heitsgrad bei einer Temperatur von etwa 50° beginnt, wihrend 
der Aktivator auch bei mehrstiindigem Erwirmen der Lisungen 
auf 45° noch ganz bestindig gefunden wird; die Gegenwart 
von Glycerin scheint die Zersetzung etwas zu verlangsamen. 
Die Versuche sind in der nachstehenden Tabelle 10 zusammen- 
gestellt, deren Angaben die Menge der in der Bestimmungs- 
probe gemessenen k.-e. bedeuten. 


Temperaturempfindlichkeit der Enterokinase. 


Tabelle 10. 








Angew. 
Prip. 


— 


‘Rohauszu 


MN -W. = 3) 


 desgl, 
| deggl. 
desg. 


blinelution 
K.-W. = 96) 


dese. 


g 








k.-e. 
in der 
Probe 


0,82 


0,82 
0,82 
0,40 
0,57 





0,57 


Dauer 


Std. 


1 


mH me oo DO 


24 














Temperatur 
30° 4()° 45° 50° 60° 70° 
— 0,82 0,90 | 0,31 | 0,00 | 0,00 
ae } anc “Sas Pe | m 
— | ope | eeei mw | we | s 
— | — | 0,42 | 038 | 027); — 
0,57 | 0,56 | 0,60 | 038 | — | — 
0,49 | — — — —- | = 








Die Zersetzungstemperatur der Kinase hat sich also mit 


der Reinigung nicht wesentlich geiindert. Es ist indessen 
noch nicht sicher entschieden, ob diese Beobachtungen iiber 


~ 








') a. a. O. S, 229. : 
*) Inauguraldissertation St. Petersburg 1899; Referat in R. Malys 
Jahresbericht iiber die Fortschritte der Tierchemie Bd. 29, S. 378 (1899). 
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die Hitzeinaktivierung eine Eigenschaft des Aktivators selbst 
kennzeichnen oder ob sie auf der Denaturierung eines it 
ihm sehr eng assoziierten Begleitstoffes beruhen. 





Herrn Prof. Dr. R. Willstatter, in dessen Privatlabora- 
torium diese Arbeit ausgefiihrt wurde, sei auch an dieser 
Stelle fiir seine Unterstiitzung mein warmster Dank au: 
gesprochen. 

Auch der Rockefeller-Foundation bin ich fir die 
gewahrten Mittel zu groBem Danke verpflichtet. 

















Trypsinbestimmung. 
Von 


Richard Willstiitter und Hans Persiel. 


XII. Abhandlung ttber Pankreasenzyme. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Oktober 1924.) 


Die I]. Abhandlung dieser Reihe behandelte die Trennung 
der pankreatischen Enzyme Lipase, Amylase und Trypsin, um 
die lipatische Komponente des Gemisches in enzymatisch ein- 
heitlichem Zustand zu isolieren. Das Trypsin ist weniger 
adsorbierbar durch Aluminiumhydroxyd als Lipase, und dieser 
Unterschied ist gréBer bei Adsorption aus saurer Lésung als 
aus neutraler. Bei einmaliger Adsorption blieb schon der 
gréBere Teil des Trypsins zusammen mit einem Teil der Lipase 
und mit Amylase in der Restlésung zuriick, und die wieder- 
holte Anwendung des Verfahrens machte die Lipase so arm 
an Trypsin, daB keine proteolytische Wirkung mehr nach- 
gewiesen werden konnte. 

Bei jenen Versuchen wurde auf die 'l'rypsinmengen, da 
keine fiir die gegebenen Verhiltnisse brauchbare Bestimmungs- 
methode bekannt war, aus Aciditéitszunahmen von Gelatine 
geschlossen. Gegen diese Schitzung haben sich aus der Unter- 
suchung von E. Waldschmidt-Leitz') tiber Enterokinase 
Bedenken ergeben. Darin wurde erkannt, dab die Entero- 





') Diese Zs. Bd. 132, S. 181 (1923/24). 
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kinase infolge ihrer im Vergleich zum Trypsin ausgeprigteren 
Adsorptionsaffinitit sogar dem aktiven Enzym, also dem 
Komplex Trypsin + Enterokinase durch Adsorption uus saurer 
Lésung entzogen werden kann, so dub in der Restlésung 
inaktives Trypsin zuriickbleibt. Es ist also im Adsorptions- 
gange der IJ. Abhandlung kaum zu vermeiden, daB das Trypsin 
in einem Teile der Liésungen aus voll aktivem in unvollstandig 
aktivierten Zustand gelangt, und es ist nétig, das Trypsin fiir 
jede Bestimmung mit Enterokinase aufzuladen. 

Noch ein andrer Umstand, der die Trypsinbestimmung 
erschwert, ist aus der Waldschmidtschen Arbeit tiber Entero- 
kinase erkennbar geworden. Bei der beginnenden Autolyse 
der Pankreasdriise entstehen Hemmungskérper, welche die 
Wirkung des Aktivators herabsetzen und sogar ganz aufzuheben 
vermégen. Ahnliche Hemmungskérper bilden sich auch in 
pankreatischen Ausziigen. Daraus ergibt sich, daB in einem 
aus Trypsin, Hemmungskérpern und Aktivator gebildeten 
System auch mit Stérungen der quantitativen Bestimmung ge- 
rechnet werden mu, die auf der Abtrennung von Hemmungs- 
kérpern bei den Adsorptionsvornahmen beruhen. Es ist in 
einem solchen System nicht mit Sicherheit méglich, aus der 
enzymatischen Leistung auf die Enzymmenge zu schliefen. 
Abweichungen werden in um so gréBerem MaSe vorkommen, 
je mehr dem Organmaterial Gelegenheit zu autolytischen Ver- 
inderungen geboten war. Dieser Nachteil wird sich nur durch 
ausgleichende Hemmung oder durch vollkommenere aus- 
gleichende Aktivierung, als die Enterokinase sie leistet, iber- 
winden lassen. 

Fiir die quantitative Bestimmung des Trypsins versuchen 
wir ein praktisch brauchbares Verfahren auszubilden, das z. B, 
bei Versuchen der fraktionierten Adsorption und Reinigung 
der pankreatischen Enzyme anwendbar sein soll. Die um- 
fassende Literatur friiherer Trypsinbestimmungen zu besprechen, 
mag sich eriibrigen, da sie soeben in C. Oppenheimers 
Handbuch ,,Die Fermente“') im IV. Hauptteil ,,Physikalische 





1) §. Aufl., Leipzig 1924, besonders Lfg. 3. 
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Chemie und Kinetik« von R. Kuhn behandelt worden ist. 
Unser Verfahren besteht in der alkalimetrischen Messung der 
Gelatinehydrolyse (in alkoholischer Lésung nach R. Willstatter 
und E. Waldschmidt-Leitz’)) und unterscheidet sich von der 
friheren Schitzung zunichst durch die Anwendung von Entero- 
kinase zu médglichst vollstandiger Aktivierung des Enzyms. 
Die Kinasewirkung kommt indessen im Laufe der tryptischen 
KiweiBspaltung nicht auf gegeniiber der stark hemmenden 
Wirkung der Abbauprodukte. Die einfache Annahme wird 
von Nutzen sein, daB die Abbauprodukte z. B. die der Gelatine 
gleichartig wirken wie die bei der Organautolyse entstehenden 
Hemmungskérper. Das rasche zeitliche Abklingen der EiweiB- 
spaltung macht es zweckmaBig, sehr kleine Enzymmengen an 
‘sehr groBen Substratmengen und in kurzen Zeiten zu messen. 
Dann sorgt ein konstanter Vorrat von Enzym—Substratverbindung 
so lange fiir gleichmiBigen Anfall von Spaltungsprodukten, als 
die Aktivierung der Enterokinase ausreicht, und als kein 
Enzym durch Zerstérung verloren geht. Es war in der 
Schitzungsweise der II. Arbeit fehlerhaft, ‘daB gréBere Trypsin- 
mengen auf kleinere Mengen Gelatine einwirkten. Auch viele 
Versuche der Literatur sind mit zu groBen Enzymmengen und 
zu langen Einwirkungszeiten angestellt. Es sei hier erinnert, 
da8B J. H. Northrop?) aus dem Zusammenfallen seiner Wir- 
kungs-p,,-Kurve mit der Salzbildungs-p,-Kurve des Substrats 
die bedeutsame SchluBfolgerung zieht, daB die Spaltung nur 
durch die Konzentration des Proteinsalzes bestimmt werde. 
Wenn nun aber die Aktivitats-p,-Kurve bei kleinsten Enzym- 
mengen sich zuspitzt*), statt flach zu bleiben, so wird sich 
jene Folgerung nicht aufrecht halten lassen. 

Fir die Trypsinbestimmung braucht man nicht das 
p,-Optimum, das noch zweifelhaft ist, und das bei kleineren 





1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921) und Abderhaldens Hand- 
buch der biologischen Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 7, Heft 2, Lfg. 783, 
S. 289 (1922). 

%) Journ. of Gen. Physiol. V, Nr. 2, S. 263 (1922), 

*) Dies gilt auch fiir die py-Abhingigkeit nach E. Waldschmidt- 
Leitz, V. Abh., diese Zs. Bd. 182, S. 181 (1928/24) und zwar S8. 198. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXLIL. 17 
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Enzymmengen als den bisher iiblichen enger gefunden werden 
diirfte. Es ist auch besser, hohe Pufferzusitze zur Hinstellung 
von konstantem p,, zu vermeiden. Wir stellen mit einer kleinen 
Menge n-NH,—NH,Cl-Gemisch 1:2 vom p,, = 8,9 (ftir 30°, 
das mit der angewandten Gelatine p,, = wenig tiber 8 ergibt, 
einen Bereich giinstiger Spaltung ein. Wihrend in der 
II. Arbeit die Pankreasprobe auf fast das gleiche Gewicht 
Gelatine wirkte, ist im folgenden die Substratmenge das 
75 fuche der trockenen Driise gemi8 folgendem Spaltungsansatz: 

10mg Driisenpulver in 1,2ccm Wasser wihrend 80 Min. mit 

0,8.cem Kinaselésung aktiviert, 

2,000 com n-NH,—NH,Cl-Gemisch 1:2 und 3,5 ecem Wasser, 

5,0 cem 15 %/,iger Gelatinelésung, 

20 Minuten bei 37°. 

Die angewandten besten Gelatinesorten des Handels 
waren in bezug auf Aciditaét, Spaltbarkeit und Spaltungsverlauf 
nicht merklich verschieden. Die Konzentration ist so hoch 
gewaihlt und die Menge noch immer mnapp, um bei den Titra- 
tionen an Alkohol zu sparen. 

Die Enterokinase!) war aus 5 g getrockneter Diinndarm- 
schleimhaut mit 250 ccm n/20-Ammoniak in 2 Std. bei 30° 
dargestellt und im Faust-Heimschen — auf das halbe 
Volumen eingeengt. 


87,5 g zerkleinerte Gelatine wurden in heiBem Wasser 
gelést und zu 250 cem aufgefillt, mit Thymolzusatz, falls die 
Lésung aufbewahrt werden sollte. Die 15°/, ige Lésung blieb 
im Thermostaten von 87° flissig. Fir die vergleichende Be- 
stimmung eignen sich waBrige Trypsinlésungen, aus 1—2 ¢ 
Pankreaspulver mit 100 ccm Wasser bereitet. Es ist am 
besten, das Organpulver mit wenig Wasser anzuteigen, darauf 
langsam, schlieBlich rascher mit der ganzen Menge des Wassers 
anzurthren und sofort zu filtrieren. Da die Filtration sich 
verlangsamt, ist das einwandfreieste Materia! der erste Teil 
des Filtrats, eine klare gelbliche Lisung, die tryptisch ur- 
wirksam ist, und in der beim Stehen sofort die Bildung des 





1) Diese Zs. Bd. 182, 8. 204 (1928/24). 
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Aktivators beginnt. Die aktive Liésung, die nicht halthar ist, 
enthalt aber schon Hemmungsstoffe. 
2,00 com a) mit 0,50 cem Wasser, b) mit 0,50 cem Enterokinase 
40 Min. vorbehandelt, spalteten in 20 Min. bei 87°, entsprechend 
a) 0,02, b) 2,28 cem 0,2 n-KOH. 

2,00 cem einer aktiven Lésung wirkten a) sofort entsprechend 2,00; 
b) nach 6 Std., entsprechend 1,35; c) nach 24 Std., entsprechend 
0,73 cem 0,2 n-KOH. 

Die frithere Schitzungsweise mit zu wenig Substrat lieferte 
Umsitze, die noch nicht einmal der Schtitzschen Regel geniigten. 
In 60 Min. entsprach die Wirkung von 15 62,5 125 mg Pankr.-Prip. III 

eem 0,2 n-KOH: 0,82 1,19 1,52; 
von 0,20 1,0 5,0 cem Glycerinauszug III 
ecm 0,2 n-KOH: 0,71 1,10 1,68. 

Mit dem verbesserten Verhiltnis von Enzym zu Substrat 
ergab sich bei kurzer Versuchsdauer fiir Enzymmenge zu Umsatz 
ein Quotient, der sich der Konstanz niahert. 

20 Min. bei 37°, frische Trypsinlésung (1: 100): 

f= 90,25 0,50 1,00 cem Enzym 
a= 0,383 0,58 1,19 eem 0,2 n-KOH 
a/f = 1,8 1,2 1,2 
f=0,50 1,00 2,00 3,00 4,00 ccm Enzym 
w= 0,58 1,15 2,04 2,67 2,91 cem 0,2 n-KOH 
a/f=1,2 1,15 1,0 (0,9) (0,7) 
Mit gealtertem Pankreasauszug: 
f=0,50 1,00 2,00 4,00cem Enzym 
w =(0,27) 0,40 0,73 1,85 cem 0,2 n-KOH 
a/f =(0,54) 0,40 0,87 0,84 
Bestimmungsmethode. Diegefundene Beziehung zwischen 
Enzymmenge und Grad der Hydrolyse wird in Fig. 1 wieder- 
gegeben und der Bestimmungsmethode zugrunde gelegt. Es ist 
fir diese zweckmaBig, einen Teil der Kurve aufzusuchen, wo die 
Titration schon ansehnliche Ausschlige gibt, aber der Verlauf 
sich vom linearen noch nicht weit entfernt. Dieses Gebiet ist die 
Spaltung entsprechend 1,2—2 ccm 0,2 n-KOH. Als Trypsin- 
Kinheit (T.-[e].) bezeichnen wir die tryptische Leistung’), die 





-.) Das Zeichen [e]. fir die Einheit soll daran erinnern, da8 noch 
keine genaue Messung der Trypsinmengen erreicht ist. 
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unter den bestimmten Bedingungen Acidit&étszuwachs ent- 
sprechend 2,00 ccm 0,200 n-KOH erzeugt. Die Bedingungen 
































8,00 
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0,2 0,5 1,0 1,5 2,0 T.-[e]. 
Fig. 1. 
Trypsinmenge und Spaltungsgrad. 


sind: Vorbehandlung bei 37° waihrend 30 Min. mit Entero- 
kinase (0,3 com Auszug 1:50 aus trockener Darmschleimhaut); 
Substrat 0,75 g Gelatine; im Volumen von 12 ccm, enthaltend 
2,000 com n-NH,—NH,Cl-Puffer 1:2; Dauer 20 Min. bei 37°. 
Diese Kinheit ist enthalten in ungefahr 10 mg Pankreaspulver 
(z, B. Nr. XVIIIg) oder 0,2 com Glycerinauszug 1:16 oder 
2 ccm Wasserauszug 1: 100. 

Ausfitthrung: Die Enzymprobe von ungefahr 10 mg Trocken- 
pankreas oder der fquivulenten Menge einer Liésung wird in 
Flaschchen mit Schliffstopfen von 15—25 com mit 0,3 ccm 
(10 Tropfen) Enterokinaselésung und mit Wasser auf 1,5 ccm 
gebracht — bei verdiinnten Enzymlésungen auf 5,0 ccm — und 
zur Aktivierung +/, Std. auf 37° erwirmt. Nach Anffillen auf 
5,0 com Gesamtvolumen setzt man 2,000 ccm n-NH,—NH,(Cl- 
Gemisch 1:2 hinzu, blast rasch 5,0 com im Thermostaten er- 
wirmte 15°/, ige Gelatinelésung aus vorgewarmter Pipette ein 
und schiittelt kurz durch. Nach 20 Min. Dauer nimmt man das 
Flaschchen aus dem Thermostaten und bricht die Reaktion durch 
HingieBen in 55 ccm siedenden absoluten Alkohol ab. Das Gefi8 


wird mit weiteren 55 ccm des heiBen Alkohols nachgespilt, der ; 


zuvor mit einigen Tropfen 0,2 n-KOH eben alkalisch auf Thymol- 
phthalein (0,5 ccm 0,5°/,ige Lésung) gemacht worden ist. Man 
figt sofort 0,2 n-alkoholische Kalilauge unter Schiitteln hinzu, 
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bis zum Auftreten eines schwach graublauen oder grinlichblauen 
Farbtones (Fehler + 0,05 ccm). Die tribe Flissigkeit la8t sich 
bei Tageslicht leicht, bei gewéhnlichem Lampenlicht weniger 
sicher titrieren. 

Der von der gesamten Aciditit der hydrolysierten Probe 
abzuziehende Betrag fir den Titer der Gelatine, des Enzym- 
praparats, des Puffers (und gegebenenfalls der zu priifenden 
Zusitze) ist im Vergleichsversuch zu ermitteln. Bei der hohen 
Gelatinekonzentration 14Bt sich das klumpenférmige Ausfallen 
der nicht angespaltenen Gelatine, wodurch groBe Titrationsfehler 
entstehen wiirden, nur durch geschicktes, rasches Vermischen mit 
dem heiBen Alkohol verhiiten. Man gieBt den Ansatz des Ver- 
gleichsversuchs, der dem Spaltungsversuch, abgesehen vom Fehlen 
der Gelatine, genau nachgebildet und genau gleich behandelt 
worden ist, in einen weithalsigen Erlenmeyer, spilt mit wenig 
Alkohol nach und neutralisiert nach Zusatz eines Tropfens Thymol- 
phthalein mit der Titrationslauge. Dann werden 5,0 ccm Gelatine- 
lésung eingeblasen und rasch unter Umschwenken die restliche 
Hauptmenge der 110 ccm siedenden Alkohols hinzugegeben. Die 
so erzeugte Milch, aus der sich héchstens feine Faden ubscheiden 
dirfen, 14Bt sich, wenn es so rasch wie méglich ausgefiihrt wird, 
ziemlich genau zu Ende titrieren (Fehler + 0,10 ccm). 

Fir den Spaltungsversuch und den Vergleichsversuch 
miissen die Alkoholmengen genau gleich sein, und die Tem- 
peraturen bei der Titration miissen gleich gehalten werden, 
da sich der Umschlagspunkt des Indikators mit der Temperatur 
verschiebt. Die Titrationsfehler iiberschreiten im allgemeinen 
nicht + 0,1 T.-[e]. 

Die folgenden Beispiele mit getrockneter Pankreasdriise und 
ihrem Glycerinauszug zeigen, wie bei zu geringen und besonders 
bei zu groBen Enzymmengen, also auBerhulb der geeigneten 
Kurvenstrecke, die aus der Fig. 1 abgelesenen Abszissenwerte 
sich von der Zahl der richtig besttmmten T.-[e]. entfernen. 

Mit Pankreasprip. XVIIIg 2,00 5,00 10,00 mg 

0,54 1,14 2,20 ccm 0,2 n-KOH 
Absz.-W. 0,24 0,52 1,14 
T.-[e}. ber, 0,23 0,87 1,14 
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Mit Glycerinauszug 1:16 0,10 0,20 0,40 cem | 
ae, 1,14 2,15 2,52 cem 0,2 n-KOH 
Absz.-W. 0,52 1,10 1,88 
T.[e]. ber. 0,55 1,10 2,20 
Zeitlicher Verlauf. Nur bei kleinen Trypsinmengen 
(0,2 T.-[e].) ist der Spaltungsverlauf bis tiber 1 Std. Reaktions- 
zeit hinaus linear (Fig. 2, Kurve J). 
0,28 T.{e]. spalteten in ¢= 20 40’ 887 
entsprechend = 0,52 0,90 1,79 cem 0,2 n-KOH 
w/t = 0,026 0,023 0,021 
Mit steigenden Trypsinmengen (0,79 und 1,10 T.-[e}.) laBt 
der zeitliche Verlauf (Kurve IT und ITI) den hemmenden Ein- 
fiu8 der Spaltprodukte erkennen; Enzymzerstérung und un- 
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10 20 80 40 50 60 70 80 90 Minuten 
Zeitlicher Hap ‘Prypeinenitiane 
geniigende Pufferung kénnen auch noch Verzégerung bewirken. 
Kurve II wird so zufallig eine Parabel, 
0,79 T.-[e]. #= 20’ 40’ 60’ | 
«= 41,66 2,49 2,85 cem 0,2 n-KOH 
a/Vt = 0,37 0,89 0,89 

Fir das Bestimmungsverfahren ist deshalb die kiirzeste 
Zeit gewahlt worden, die anwendbar ist, ohne daB Zeitfehler 
die Genauigkeit herabsetzen. 

Einflu8 von Zusa&tzen. Vom Glycerin hat E. Wald- 
schmidt-Leitz!) gezeigt, daB es die Kinasewirkung hemmt; 
dieser Einflu8 kann mit mehr Kinase tiberwunden werden. 
Kine Stérung der Trypsinbestimmung macht sich erst bei 





1) Diese Zs. Bd. 182, S, 181 (1928/24) und zwar 8. 218. 
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einem Gehalt von mehr als 1 ccm Glycerin in der Bestimmungs- 
probe geltend, also nur, wenn eine glycerinreiche Lésung (Elution 
aus Adsorbat) zu analysieren ist, die wegen geringen Enzym- 
gehaltes nicht fir den Aktivierungsansatz mit Wasser verdiinnt 
werden darf. In diesem Falle ist mehr Kinase zu verwenden. 

Die zu untersuchenden Lésungen (Restlésung vom Addorbat) 
enthalten oft Ammonacetat. Der Gehalt im Bestimmungsansatz 
soll weniger als 1 Millimol betragen, sonst ist mit der Még- 
lichkeit einer Hemmung zu rechnen. 

Zusitze von Na-Oleat (10 mg) mit CaCl, (10 mg), sowie 
von Na-Glykocholat (10 mg), die fiir die Lipasewirkung viel 
ausmachen, sind bei der Trypsinbestimmung ohne Linflub. 

Hemmung durch Albumin. Die mit Serumeiwei8 viel 
untersuchte Trypsinhemmung erfolgt auch unter den Bedingungen 
des Bestimmungsverfahrens, nicht nur vor dem Zusatz der Entero- 
kinase, sondern auch nach der Aktivierung. Wir beobachteten sie 
mit kauflichem und mit frisch bereitetem Eieralbumin, sei es, 
daB der Zusatz vor oder nach der Behandlung des Trypsins mit 
Kinase geschah. Durch 3mg Albumin wurde das Trypsin (rund 
1 T.-[e].) vollsténdig, mit 1 mg nur zum gréBeren Teile gehemmt. 


Fir je 2,00 ccm von drei verschiedenen Pankreasausziigen ergab 
die Bestimmung a) 0,88, b) 0,85, ¢) 0,78 T.-[e]. 


Auf Zusatz von 4 mg frisch ber. Alb. vor der Aktiv. von a: 0 T.-[e]. 
” ” '» 8 ,, kéuflichem , ,, 5 ” » Db: 0 ” 
” ” » 2 9 ” ee ” » b: 0,06 ,, 
” ” - 8 + ” eS ie” ” » bd: 0,80 ,, 
” » 3» ” » nach ,, ” » oc: O ” 


”? 
Wenn in tiblicher Weise aktiviertes Trypsin auf Albumin 
als Substrat, unter ahnlichen Bedingungen wie auf Gelatine ein- 
wirkt, so erfolgt Spaltung, wenn denaturiertes Albumin angewandt 
wird, aber nur sehr langsam bei frisch bereitetem Eieralbumin. 
0,50 g Albumin, denaturiert, wurden in 20 Min. von 1,2 T.-[e]. ge- 
spalten, entsprechend einem Verbrauch von 0,82 ccm 0,2 n-KOH, d. i. 
etwa -halb so viel wie Gelatine. Hingegen wurden 0,50 g frisch be- 
reitetes Albumin von 2,2 T.-[e]. in. 2 Std. nur entsprechend 0,55 ccm 
0,2n-KOH gespalten, d. i. etwa 40 mal weniger als Gelatine. 
Trypsinhemmung wird also hervorgerufen durch-das natiir- 
liche Riwei®, ferner durch die bei den ersten autolytischen 
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Vorgingen aus der Driise gebildeten Stoffe und drittens durch 
Produkte der tiefgreifenden Gelatinespaltung. Es ist hiernach 
und nach manchen anderen Beobachtungen nicht ganz unwahr- 
scheinlich, daB die Enterokinase in der lebenden Pankreasdriise 
fertig vorkommt, dab aber ihre Wirkung auf Trypsin durch 
einen EiweiBkérper hintangehalten wird, der wie Eieralbumin 
witkt. Die Kinase wiirde dann bei der beginnenden Autolyse 
nicht gebildet, sondern durch Verainderung der KiweiBsubstanz frei- 
gelegt und weiterhin von den mehr und mehr aus dem gesamten 
Driisenmaterial entstehenden Abbauprodukten wieder unwirksam 
gemacht. Die Hemmung kann durch Anlagerung des Hemmungs- 
kérpers erstens an Enterokinase oder zweitens an Trypsin zu- 
stande kommen. Es wird méglich sein, mit Adsorptionsversuchen 
zu entscheiden, ob zur ersten oder zweiten Art und Weise der 
Hemmung die Albuminwirkung, und ob, was sehr wahrscheinlich 
ist, zur zweiten die Wirkung der niederen Peptide zahlt. 
Fraktionierte Adsorption des Trypsins. Die 
Trennung des Trypsins von der pankreatischen Lipase durch 
Tonerdeadsorption nach dem Verfahren der II. Abhandlung’) 
wurde mit der verbesserten Trypsinbestimmung nachgepriift. 
Das Verfahren ist ziemlich schwierig und nicht leicht reprodu- 
zierbar. Es niitzt nimlich nur einen quantitativen Unterschied 
in der Adsorption aus, um das Verhiltnis der Komponenten 
des Enzymgemisches zu verschieben. Dieses Verhiltnis, das 
in dem angewandten Glycerinauszug der Pankreasdriise 1 T.-[e].: 
0,6 L.-E. betrug, verschob sich am _ giinstigsten, nimlich auf 
1 T.-[e].: 3,6—38,7 L.-E., bei unvollstandiger Adsorption der 
Lipase, so daB z.B. nur zwei Drittel der Lipase in das 
Adsorbat tibergingen. Es bedarf also, wie in der II. Abhand- 
lung angegeben, der wiederholten Ausfihrung des Verfahrens, 
und zwar besser mit nur teilweiser Adsorption der Lipase, 
um die letztere praktisch frei von Trypsin zu gewinnen. 
Tie. LE Wa: 7. 


Geklirter Glycerinauszug . . oe 6 eo SB Tl. SB 0,6; 0,50 
Restlésung nach Ads, mit Tonerde C (0,384 g) 86; 77 15 
Elution aus dem Adsorbat ....... 5,0; 4,8 18 8,63; 3,7 





1) Diese Zs. Bd. 125, S. 172ff. (1922/28). 
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Die fraktionierte Adsorption der waBrigen Pankreasausziige 
gewahrt einen besseren Kinblick in die Fehler, die der Be- 
stimmung des Trypsins anhaften, wenn sie zur Messung der 
Enzymmengen dienen soll. Die Pankreasausziige wurden in 
Mengen von 100 ccm (50 T.-[e].) frisch bereitet (1—4 Std. alt), 
aber sie waren, wie es bei der Filtration gréBerer Mengen der 
Fall zu sein pflegt, nicht inaktiv und daher auch nicht als 
frei von Hemmungsstoffen zu betrachten. Die Adsorption mit 
Tonerde C (25 mg fir 10 T.-[e].) und die Elution mit n/20- 
Ammoniak (20 ccm fir 10 T.-[e]) unter Zusatz von etwas 
Phosphat nahmen wir so rasch wie méglich vor (Versuchsdauer 
1—2 Stunden). Es ist nicht zu bezweifeln, daB dabei Enzym- 
verluste vorkommen, z. B. durch Zuriickbleiben in der Tonerde. 
Dennoch iiberschreiten bei den in der Tabelle verzeichneten 
Versuchen die Summen der Anteile in den Restlésungen und 
in den Elutionen in allen Fallen die angewandten Enzym- 
mengen durchschnittlich um fast 50°/,. Daraus geht hervor, 
daB die Enzymlésungen an die Tonerde Hemmungskérper ab- 
gegeben haben, die ebenso wie die Enterokinase (nach E. Wald- 
schmidt-Leitz) leichter adsorbierbar sind als Trypsin. Sie sind 
ganz oder teilweise in der Tonerde zuriickgeblieben. Allein die 
Enzymmengen in den Restlésungen kommen ungefaibhr den an- 
gewandten Mengen gleich. Wenn man von der Adsorption aus 
neutraler Lisung absieht, so scheint sich mit zanehmender Aciditat 
die Abtrennung der Hemmungskérper zu verbessern, die Summe 
der tryptischen Leistung von Restlésung und Elution anzusteigen. 


pe ere, 






































Tabelle. 
Tryptische Leistung bei Fraktionierung durch Tonerdeadsorption. 

Pu 38| 4,1 4,7 5,0] 5,8 7,0 

1. Versuch Restlésun 10,9} 10,2 8,6 —_ — _ 
1,9 T.-[e]. | Elution aus Ads. | 2,5] 2,0 2,1 — _ a 
2. Versuch Restlisung _ _ 9,6 9,6} 7,5 11,3 
10,0 T.-[e]. | Elution aus Ads. | — = 4,9 4,3] 3,5 6,0 
| 8. Versuch Restlésung — 8,4 7,5 — | 5,5 6,3 
» 10,2 T fe}. | Elution aus Ads. | — 5,6 1,4 —| 6,4 6,9 

| Summe (in °/, d. Ausgangslsg.) | 170]155; 140/135; 145; 180) 140/110; 1209 175; 180 
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Die bei dem Bestimmungsverfahren angewandte Aktivierung 
hat also die Einfliisse der vorhandenen Hemmungskérper nicht 
auszuschalten vermocht, die Aktivierung ist nicht eine voll- 
kommen ausgeglichene, wie es bei der Bestimmung der Pankreas- 
lipase erreicht zu sein scheint. Um die Bestimmung der 
tryptischen Leistung zu einer genauen Bestimmung der Trypsin- 
mengen zu machen, wird es ndtig sein, die Bildung der 
Hemmungskirper auszuschalten oder die Aktivierung noch zu 
verstirken. Dafir ist noch keine Methode bekannt, da die 
Enterokinase nicht auszureichen scheint. Die Fraktionierung 
durch Adsorption ist niitzlich fir die Auflésung der Aggregate 
von Enzym + Aktivator + Hemmungskérper und zur Nach- 
priifung der quantitativen Bestimmung. 




















Zur Kenntnis des Invertins. 
VIII. Abhandlung. 


Von 


Richard Willstitter und Karl Schneider. 
Mit 5 Figuren im Text. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Minchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Oktober 1924.) 








Theoretischer Teil. 


Die Anwendung der Adsorptionsmethode zur Reinigung 
des Invertins hat uns in der ersten Arbeit’) dieser Reihe zu 
dem Ergebnis gefiihrt, daB sich das Enzym von den begleitenden 
Hefeproteinen trennen lé8t, und in der fiinften Abhandlung’) 
zu der Angabe, daB das Invertin auch nicht etwa selbst zu 
den KiweiBkérpern zahlt. Mit dieser Erklirung stehen die 
Anschauungen iiber die Natur des Invertins im Gegensatz, die 
vor kurzem H., v. Euler und K. Josephson’) entwickelt haben. 
Schon mehrere Male haben die Annahmen von H. v. Euler 
und seinen Mitarbeitern iiber die Zusammensetzung des Invertins) 
iiber die Bedeutung des Phosphorgehaltes, iiber die Proportio- 
nalitit des Stickstoffgehaltes mit der enzymatischen Wirkung, 
iiber die Proteinahnlichkeit des Invertins der Forschung durch 
prazise Fragestellung wichtige Anregungen geboten. So er- 
werben sich unsere Stockholmer Kollegen mit ihrer neuen 





1) Ann, d. Chem. Bd. 425, S. 1 (1920/21). 

2) Diese Zs. Bd. 133, S, 198 (1928/24). | 

8) Chem. Ber. Bd. 56, 8. 446 u. 1097 (1928); Bd. 57, 8. 299 u. 859 
(1924) und Diese Zs. Bd. 188, S, 11 u. 88 (1924). . 
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Theorie wieder das Verdienst, befruchtend auf die Untersuchung 
der stoftlichen Natur der Enzyme zu wirken. 

Wahrend H. v. Euler und K. Josephson anerkennen, 
daB es gelinge, das Invertin von beigemengten KiweiBstoffen 
zu trennen, finden sie im Stickstoff- und im Schwefelgehalt 
und in der Konstitution der Bausteine des Enzyms eine so 
groBe Ubereinstimmung mit den KiweiBkérpern, daB sie die 
Saccharase als eine proteinihnliche Substanz erkliren’) und 
einen nahen Zusammenhang der spezifischen Enzymwirkung 
mit den amphoteren Eigenschaften des Enzymproteins an- 
nehmen.”) Aus dem Verhalten des Invertins gegen Trypsin, 
von dem es schwer angegriffen, und wenn es angegriffen wird, 
nicht ohne Verlust seiner Aktivitét’), schlieBen H. v. Euler 
und K. Josephson‘) in folgender Weise auf die ,,KiweiBnatur“ 
des Enzyms: ,,Die Aktivitét der Saccharase (oder die aktive 
Gruppe derselben) hingt mit dieser von uns als ,Proteinteil: 
genannten Komponente der Saccharase aufs engste zusammen“. 
Nach dieser Auffassung soll es die als ,,Proteinteil bezeichnete 
Komponente der Saccharasepriparate“ sein, ,,welche den schlieB- 
lichen Zerfall des Substrates — Saccharose bzw. Raffinose — 
bewirkt*. 5) 


Uber den Tryptophangehalt der Saccharase, 


Die neuen Untersuchungen iiber die Bausteine ihrer 
Saccharase, iiber die ganz spezifische Bauart des ,,Enzym- 
eiweiB“*) haben H. v. Euler und K. Josephson mit sehr 
bemerkenswerten und genauen Mitteilungen tiber den auffallend 
hohen Tryptophangehalt der Saccharase begonnen.") In ihren 
besten Saccharasepriparaten fanden diese Forscher eine groBe 





1) Chem. Ber. Bd. 57, S. 299 (1924) und zwar §. 300ff. 

*) Ebenda. 

*) Diese Erscheinung diirfte so zu erkliren sein, daB das peptid- 
haltige Invertinpriparat durch den tryptischen Abbau seiner Schutz- 
stoffe beraubt und der Zersetzung preisgegeben wird. 

*) Diese Zs. Bd. 138, S. 388 (1924) und zwar S. 46. 

5) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 859 (1924). 

*) Diese Zs. Bd. 188, 8. 88 (1924) und zwar §, 48. 

") Chem. Ber, Bd. 57, §. 859 (1924). 
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Anreicherung des Tryptophans. Ftinf Priparate von der enzy- 
matischen Wirksamkeit entsprechend Jf = 225—246 (d. i. Zeit- 
wert 0,27—0,24) enthielten 4,93—5,58°/, Tryptophan, d. i. 
mehr als das Doppelte vom Tryptophangehalt der Hefeproteine. 

Vergleichen wir mit diesen analytischen Angaben die 
Zusammensetzung jener Invertinpraparate, von denen R. Will- 
statter und F’. Racke mitteilten’): ,,Nach der zweiten Ad- 
sorption bleiben die KiweiBreaktionen ganz aus“. Ein typisches 
Praiparat jener Arbeit, dessen Zeitwert indessen infolge der 
Inaktivierung im Laufe der Reinigungsvornahmen ungiinstig 
geworden (S.-W. 0,189), aber ohne die Aktivititsverluste etwa 
0,7 betragen hatte, wird nach der OQ. v. Fiirthschen Be- 
stimmungsweise gepriift. Es enthailt gar kein Tryptophan. 
Ein anderes Priparat, ebenfalls aus gealtertem saurem Hefe- 
autolysat, aber in der heute tiblichen Weise durch Adsorption 
bei groBer Verdiinnung mit Kaolin und Tonerde gereinigt 
(Zeitwert 0,37; [f= 164), enthalt dagegen ziemlich viel Tryptophan 
(3,7°/,). Wenn man nun aber ein solches Invertin einer weiteren 
(zweimaligen) Reinigung mit Bleiacetat unterwirft, wobei sein 
Saccharasewert auf 4,35 (Zeitwert 0,23; Jf= 265) ansteigt, 
so verliert es seinen Gehalt an Tryptophan vollstindig. 

Jene Priparate aus gealterten Autolysaten verloren un- 
gemein schwer oder auch gar nicht ihren Gehalt an Tyrosin- 
peptid, wie die besonders hartnackige Millon-Reaktion erwies. 
Hingegen liefern uns frische Autolysate, besonders die bei 
neutraler Reaktion gewonnenen, so leicht Invertinpriparate, 
welche die Millon-Reaktion nicht geben, also keine Spur von 
Tyrosin enthalten. Deshalb sind wir daran gegangen, Invertin 
in so reinem Zustand, als es nach der Adsorptionsmethode zur 
Zeit erzielt werden kann, aus frischen und médglichst rasch 
gewonnenen Hefeautolysaten zu isolieren, die sich fir unsere 
bisherigen Verfahren nicht recht eigneten. 

Die frischen Neutralautolysate enthalten viel Hefeeiwei8 
in urspriinglichem oder wenig verindertem Zustand. Es laBt 
sich leicht ausfaillen und das Invertin in der Mutterlauge durch 





) Ann. d. Chem. Bd. 425, 8. 1 (1920/21) und zwar 8. 102. 
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Fallung mit Alkohol unter bestimmten Bedingungen, am besten 
unter gleichzeitiger Adsorption an Calciumphosphat, auch von 
KiweiBspaltungsprodukten weitgehend befreien. Dann wird das 
noch stark hefegummihaltige Priparat durch ejnmalige oder 
wiederholte Adsorption an Kaolin gereinigt. Es ist so arm an 
schiitzend wirkenden Begleitstoffen, daB Inaktivierung am Kaolin 
nicht vermieden werden kann. Das inaktivierte Enzym be- 
gleitet bei der Anwendung von Kaolin das aktive. Daher er- 
reichen wir nur einen Saccharasewert 1,1 bei einmaliger, den 
viel ungiinstigeren 0,21 bei zweimaliger Reinigung. Ohne 
Aktivitaitsverlust wiren, wie sich mit gentigender Sicherheit 
schatzen laBt, die Zeitwerte 0,5 und 0,25 erreicht worden (also 
If 122 und 243). Diese Invertinpriparate enthalten nach der 
einmaligen Kaolinbehandlung 0,5°/, oder ein wenig mehr 
Tryptophan, nach der wiederholten Kaolinadsorption gar kein 
Tryptophan, | 

Ks ist ein groBer Fortschritt gegeniiber den friiheren Arbeiten, 
daB die vielen Erfahrungen tiber die Adsorption und Elution 
heute auch Beobachtungen und SchleBfolgerungen ermiéglichen 
mit den Enzympraparaten, die mehr oder weniger inaktiviert 
worden sind. Anfangs waren Priparate, die beim Reinigen 
keinen giinstigen Zeitwert erreichten, wertlos. Es fehlte an 
Anhaltspunkten, wie weit Mingel in der Versuchsausfihrung, 
wie weit Zersetzungen an ungiinstigen Aktivititswerten Schuld 
trugen. Seitdem ist es aber méglich geworden, mit groBer 
Vorsicht auch Praparate zu vergleichenden Zwecken heran- 
guziehen, die in genau kontrolliertem Reinigungsgang Abnahme 
der enzymatischen Wirksamkeit erlitten haben. Freilich wird 
man auch kiinftig die entscheidenden SchluBfolgerungen nur 
aus Beobachtungen an Praparaten herleiten, deren enzymatische 
Konzentration durch hohe Aktivitat verbiirgt ist. 

Die Zersetzlichkeit, die dem Invertin aus frischen Neutral- 
autolysaten nach der EKiweifabtrennung eigen ist, gab Ver- 
anlassung, bei den ersten Reinigungsoperationen, also noch in 
das Kaolinadsorbat, das Hefeeiwei8 mitzuftthren und es erst 
nach dem Eluieren aus dem Kaolin mit Saure abzuscheiden. 
Dieser einzige, scheinbar geringfigige Umstand war von ent- 
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scheidendem EKinflu6B auf die Zusammensetzung der Invertin- 
priparate, auf die Assoziation der Saccharase mit Peptiden. 
Trotz der raschesten Ausfiihrung der Operationen ist das 
Protein von der begleitenden Hefeprotease angegriffen und das 
Tryptophanpeptid (friiher als das Tyrosinpeptid) reichlich ge- 
bildet worden, so da8 es sich dem Invertin beigesellt und es 
in giinstiger Weise vor Inaktivierung schiitzt. In diesem Gang 
der Isolierung hilt nach der HiweiBfillung das Invertin bei 
Zeitwerten von 1,0—0,56 (Jf 61—108) und ist in geeignetem 
Zustand fiir die Anwendung der Tonerdeadsorption. 


Die Adsorptionsmethode, 


die schon eine alte ist, wurde an der Aufgabe der Isolierung 
von Enzymen in den letzten Jahren zu gréSerer Leistungs- 
fahigkeit entwickelt, welche die Methode auch fiir die Serum- 
forschung, fiir die Darstellung von Hormonen und anderen 
physiologisch aktiven Stoffen empfiehlt.. In der ersten Arbeit 
dieser Reihe gewann das Verfahren priparative Brauchbarkeit 
durch Anwendung eines guten Ausgangsmaterials von Hefe- 
autolysat und Bereitung geeigneter Sorten von Aluminium- 
hydroxyd. Seitdem ist aber eine fiir die Isolierung der Saccharase 
oder eines andern Enzyms wichtige Leistung, die mit dem 
Adsorptionswert, der Zahl der von 1 g Al,O, aufgenommenen 
Enzymeinheiten, gemessen wird, bedeutend gesteigert worden, 
fir Invertin auf mehr als das Tausendfache des Wertes, den 
R. Willstatter und F. Racke in ihren Hefeautolysaten beob- 
achteten. Die Fortschritte beruhen, abgesehen von der Ver- 
vollkommnung der Invertinfreilegung bei der Hefeautolyse und 
der Verbesserung der Autolysate durch Alterung, auf der 
Bestimmung der fiir die Adsorption jeweils geeigneten Ver- 
diinnung und der optimalen Aciditit, und sie bestehen ferner 
in fraktionierender und wiederholter Anwendung des Adsorbens. 
Kin leitender Gedanke in der vorliegenden Untersuchung war 
es, die Adsorptionsmethode fiir Invertin dadurch zu vervoll- 
kommnen, da8 wir das praparative Verfahren in engem 
Zusammenhang mit der vor kurzem verdffentlichten?) und mit 


) VI. Abh. dieser Reihe. Diese Zs. Bd. 138, 8. 1 (1923/24), 
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der voranstehenden Untersuchung von H. Kraut und E. Wenzel 
»Uber Enzymadsorption“ ausfihrten. Die Adsorptionsmethode 
ist nimlich so geleitet worden, daB sich das Verhalten des 
Enzyms gem’B den nach H. Freundlich’) ermittelten Ad- 
sorptionskurven mehr und mehr dem Adsorptionsverhalten 
eines reinen Stoffes gendihert hat. Dabei ist der Adsorptions- 
wert des Aluminiumhydroxyds C fiir Saccharase bis auf 210 
gestiegen. Wiahrend in den ersten Versuchen von R. Willstatter 
und F. Racke 1 g Al,O, die Invertinmenge aus 10 g lebender 
Hefe aufnahm, hat in unseren letzten Versuchen 1g Al,O, 
(A.-W. 200, Praparat vom S.-W. 5) das Invertin von 12000 
bis 14000 g lebender Hefe vom Zeitwert 300—330 oder von 
3—31/, kg Trockenhefe adsorbiert. Wenn unser bestes Saccha- 
rasepraparat (Zeitwert 0,15; S.-W. 6,67; Jf 406) von Ton- 
erde mit dem Adsorptionswert 200 aufgenommen wird, so hat 
das von 1 g Al,O, gebildete Adsorbat das Gewicht von 2'/, g. 
Im Adsorbat ist ungefihr dieselbe Konzentration erreicht wie 
vor kurzem in den besten Invertinpriparaten (Zeitwert 0,25; 
S.-W. 4). Das Tonerdeadsorbat ist also im Invertingehali 
1200fach konzentrierter als unsere Trockenhefe und das Invertin- 
praparat von derzeit héchstem Reinheitsgrad (18.-E. in 7,5 mg 
Priparat) ist 2000fach konzentrierter als die Trockenhefe vom 
iiblichen Zeitwert 300. 

Die systematische Anwendung der Tonerdeadsorption auf 
die frischen Neutralautolysate (mach Kaolinadsorption und 
darauffolgender EiweiBfallung) hat bei den zahlreichen Wieder- 
holungen des Verfahrens bis zur Grenze seines Leistungs- 
vermégens unter den heute bekannten Bedingungen zu dem Ende 
gefiihrt, daB sich das Invertin wie eine einheitliche Subdstanz 
verhalt, wenn es, ohne erheblichen Aktivitatsverlust zu erleiden, 
den Saccharasewert 5 erreicht hat. Das ist ein tiberraschendes 
Resultat. Es ist enttiuschend, daB die Adsorption mit so 
auBerordentlichen Adsorptionswerten nicht zu einer gréBeren 
Steigerung der enzymatischen Konzentration geftihrt hat. Aber 

dies wird durch das Ergebnis der Analyse erklirt. Die besten 





*) Kapillarchemie, III. Aufl., Leipzig (1928), S. 282¢f. 
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Praparate aus diesem Verfahren (Abschn. I d. exp. Teils) ent- 
halten 9°/, Tryptophan. Aus frischen Autolysaten und aus 
gealterten, aus Neutralautolysaten und aus sauren ist also 


tryptophanreiches wie tryptophanfreies Invertin erhalten worden. 
Tryptophangehalt (°/,) 
Invertin aus frischem Autolysat nach Verf. Abschn. I, 
S.-W. 6,67; N-Geh. 921... . 8,9 
Invertin aus frischem Autolysat nach Verf. gf aa IL, 
S.-W. 0,21 (infolge Inaktiv., geschiitzt 4); N-Geh. 6,55 0 
Invertin aus gealt. Autolysat nach Verf. Abschn. III C, 


S.-W. 8,57; N-Geh. 8,10 . . . 9,2 
Invertin aus pane Autolysat nach Verf. Abin nn E, 
§.-W. 4,16; N-Geh. 480 ..... ; oe. 0 


Wie die Gehalte an sanitlanihies Eiwei8bansteinen, so 
unterliegen die Stickstoffgehalte der Enzympriaparate so groBen 
Schwankungen, da die von H. v. Kuler und K. Josephson’) 
angenommene Proportionalitét von enzymatischer Wirkung und 
Stickstoffgehalt nicht bestatigt werden kann. In den Beispielen 
obenstehender Tabelle bewegt sich der Stickstoffgehalt zwischen 


.; If 
4,80 und 9,21 und der Quotient Prox Stickato#’ ZWischen 28 und 53. 


Ebensowenig wird sich die Proportionalitait zwischen Saccharase- 
wirkung und Schwefelgehalt aufrechthalten lassen. 

Auf die Praparate der zuletzt beschriebenen Art hat sich, 
da sie sich durch Bestindigkeit an der Tonerde auszeichnen, 
die Adsorptionsmethode am besten in systematischer Weise 
anwenden lassen, Wenn diese Anwendung nicht zu einer 
héheren Steigerung der Enzymkonzentration gefihrt hat, so 
trigt daran die Vergesellschaftung des Enzyms mit einem 
wabrscheinlich groBen tryptophanhaltigen Peptidkomplex schuld. 

Die mit unseren Priparaten beobachteten Adsorptions- 
kurven sind in Wirklichkeit nicht diejenigen des Invertins 
selbst, sondern sie sind durch das Adsorptionsverhalten eines 
invertinfiihrenden Begleitstoffes oder adsorptiv verbundenen 
Gemisches von Begleitstoffen bedingt. Die Adsorption hat in 








1) Chem. Ber. Bd. 56, 8. 446 u. 1097 (1923). — K. Josephson, 
Diese Zs. Bd. 136, S. 224 (1924). Siehe dazu unsere V. Abhandl. und 
Abschn. IV dieser Abhandlung. 

Hoppe-Seyler’s Zzitschrift f. physiol. Chemie, CXLII. 18 
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diesem Falle das Invertin nicht aus den Aggregaten abzutrennen 
vermocht, worin es mit einem Koadsorbens oder mit mehreren 
Koadsorbentien adsorptiv verbunden ist. Daraus ergibt sich 
die Aufgabe, die Adsorptionsmethode nach gednderten Richt- 
linien weiter zu entwickeln. Es wird dann wohl gelingen, die 
Aggregate aufzulésen, die jetzt unzerlegbar waren; aber dem 
Erfolge sind Schranken gesetzt durch die verminderte Be- 
stindigkeit, die dem Enzym gem&B vielen Beobachtungen nach 
der Abtrennung der seine Aktivitét schiitzenden Begleitstoffe 
eigen ist. Die praiparative Arbeit ist dem Ziele nahe, das 
heute fiir sie erreichbar ist. | 


Uber die Zusammensetzung der Invertinpriparate. 


Der Vergleich der nach verschiedenen Verfahren dar- 
gestellten Invertinpriparate lehrt, da die Saccharase ihre 
Gesellschaft mit Begleitstoffen wechselt und daB diesen keine 
spezifische Bedeutung zukommt. Wenn das HefeeiweiB der 
Proteolyse unterliegt, was schon bei der Invertinfreilegung nur 
teilweise vermieden werden kann, so entsteht u. a. bald tryptophan- 
haltiges Peptid. Dieses hat die Fahigkeit, sich mit dem Enzym 
zu vergesellschaften und, wenn seine Menge ausreicht, ein Ag- 
gregat zu bilden, das sehr leicht als Ganzes adsorbierbar ist. 
Wenn die Proteolyse im Autolysat fortschreitet, so wichst allmib- 
lich die Menge von Spaltungsprodukt, das die Millon-Reaktion 
gibt, also von Tyrosinpeptid. Auch dieses bildet mit dem 
Invertin Aggregate und zwar so, daB aus dem Gemisch von 
invertinhaltigem Tryptophanpeptid und Tyrosinpeptid das erstere [fF 
weggeschafit werden konnte, wihrend das Invertin in hoher 
Ausbeute mit dem Trager der Millon-Reaktion verkniipit blieb. 
Es gibt deutliche Anzeichen, daB diese beiden Peptide nicht die 
einzigen sind, die unter solchen Bedingungen mit dem Invertin 
assoziiert auftreten und ihm als Koadsorbentien und Schutzstoffe 
anhaften. Sowohl durch Fallungsmittel (Bleiacetat) wie unter | 
Umstinden durch Adsorption ist es méglich, die Saccharase von 
diesen eng mit ihr zusammenhingenden Fremdstoffen zu trennen. 

Die Untersuchung ergibt also, daB bei den Abweichungen 
zwischen den Invertinpriparaten zweier Laboratorien nicht 
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Unterschiede der verarbeiteten Hefen im Spiele sind. Der 
Arbeiter hat es in der Hand, aus derselben Hefe, aus dem- 
selben Autolysat Invertinpriparate mit sehr verschiedenen 
Aggregaten der Saccharase darzustellen. Die Kunst der 
Arbeit wird es sein, das Minimum von Schutzstoffen auf- 
zusuchen, womit die Saccharase bei unverminderter Aktivitit 
gehalten werden kann. 

Diese Erkenntnis gilt nicht fiir das Invertin allein. Die 
Versuche der priparativen Reinigung der Pankreaslipase, der 
Pankreasamylase, der pflanzlichen Peroxydase lehren dasselbe. 
In der ersten Arbeit iiber Peroxydase’) bestanden die Enzym- 
praparate von ansehnlichem Reinheitsgrad in der Hauptsache 
aus glucosidischer Substanz mit einem Eisengehalt, welcher 
der Wirksamkeit proportional anstieg. Die folgenden Schritte 
der Reinigung*) bis auf das Fiinffache der héchsten in Ab- 
handlung I erreichten Konzentration (das 12000-fache der ge- 
trockneten Pflanzenwurzel) waren entscheidend. Bei dieser 
Steigerung der Konzentration sank der Hisengehalt auf }/, 
des zuvor gefundenen (0,06°/,) und die kohlenhydrathaltige 
Substanz ward vollstindig abgetrennt. 

Die praparativen und analytischen Arbeiten tiber Peroxydase, 
Invertin und Lipase haben Erkenntnisse gezeitigt von den Hin- 
flissen der Begleitstoffe auf die Kigenschaften eines Enzyms und 
von seiner Unbestindigkeit in héheren Reinheitsgraden. Die 
meisten Enzymmerkmale werden von den begleitenden Fremd- 
stoffen beeinflubt. Zuerst wurde der KinfluB auf das Adsorptions- 
verhalten. erkannt, hier wird ein solcher beziiglich der charakte- 
ristischen chemischen Proben nachgewiesen, vor kurzem ein Ein- 
flu8 in bezug auf die p,-Abhiangigkeit eines Enzyms.*) Dazu 
kommen die Einfliisse der begleitenden Stoffe auf das Verhalten 
gegen Aktivatoren, Hemmungskérper und Gifte, auf das Tempe- 





1) R. Willstitter und A. Stoll, Ann. d. Chem. Bd. 416, S. 21 


(1917/18). : 
% R. Willstitter und A. Pollinger, Ann, d, Chem. Bd. 430, 


S. 269 (1922/28). 
®. R. Willetatter, F. Haurowitz und F. Memmen, Diese Zs. 


Bd. 140, 8. 208 (1924). 
: 1 s x 
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raturoptimum und die Zerstérungstemperatur der Enzyme. Nur 
von der Konfigurationsspezifitit, d.h. von der Spezifitét der 
Enzyme gegentiber asymmetrisch konstituierten Substraten ist 
es bis jetzt noch nicht gefunden worden, daB sie von abtrenn- 
baren Begleitern bedingt oder beeinflu8t sein kann. Zu den 
Kinflissen der Begleitstoffe, die ohne spezifische Bedeutung 
fir die eigentliche Enzymwirkung sind, gehért auch die Er- 
héhung der Bestindigkeit.") Die Abtrennung der mit einem 
Enzym adsorptiv zusammenhangenden Fremdkérper hat einen 
Bestindigkeitssturz oder -verlust zur Folge, sei es in 
Lésungen oder an der Oberfliche anorganischer Adsorbentien. 

Die Enzymuntersuchungen unseres Laboratoriums sind 
mit der Hrage*) begonnen worden, ob den enzymatischen 
Wirkungen nur eigentiimliche Dispersitatsverhiltnisse beliebiger 
Stoffe zugrunde liegen oder chemische Verbindungen von be- 
sonderer Konstitution. Die Dispersitétsinderungen, die dem 
Enzym bei dem Ubergang vom Pilz in das Autolysat und in 
die Adsorbate und in die reineren Lésungen zugemutet werden, 
sprechen gegen die Annahme, da8 die Dispersititsverhiltnisse 
das wesentliche seien. Den enzymatischen Wirkungen werden 
daher Stoffe von chemischer EKigenart zugrunde liegen. Aber 
ihre chemische Konstitution ist infolge der Unbestindigkeit 
verschleiert, die von der Reaktionsfihigkeit der aktiven Gruppen 
bedingt zu sein scheint, 


Experimenteller Teil. 

I, Verarbeitung frischer Nentralautolysate unter 
Mitfiihrung und nachfolgender Ausfillung von EiweiB. 
(Tryptophanreiches Invertin.) 

A. Rasche Autolyse bei neutraler Reaktion. 


Fir die Gewinnung der Invertinlésungen war bis vor 
einigen Jahren die sehr lang dauernde und vollstandige Autolyse 





1) Bestindigkeitszunahme eines Enzyms wihrend der Reiniguog 
wird sich dann ergeben, wenn durch diese z. B. eine begleitende 
Protease abgetrennt wird, welche auf die mit dem Enzym assoziierten 


Peptide abbauend einwirkt. 
2) R. Willstatter, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3601 (1922), 
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der Hefe nach C. O’Sullivan und F. W. Tompson!) das ge- 
brauchliche Verfahren; dem Enzym war die gré8tmégliche 
Menge von Begleitstoffen beigemischt. Diese’ Methode ist 
durch einige Verfahren der beschleunigten Invertinfreilegung 
ersetzt worden, die sich hinsichtlich der Aciditét der ent- 
stehenden Autolysate von einander unterschieden. Entweder 
erfolgt die Autolyse bei der spontan auftretenden sauren 
Reaktion (p,, = 5,5—4,5) oder unter Neutralisation mit Ammoniak, 
Ammonphosphat u.dgl. Ein solches Verfahren der raschen 
Autolyse (ohne Neutralisation) wurde zuerst von C. 8. Hudson?) 
angewandt; es war aber in den europadischen Laboratorien 
unbekannt geblieben. 

Die ohne Neutralisation gewonnenen Autolysate enthalten 
nicht mehr genuines Hefeeiwei8, da dieses bei der betriachtlich 
sauren Reaktion schon vor der Abtrennung der Heferiick- 
stande aus der Lésung ausfallt. Dennoch ist der Gehalt an 
Inhaltsstoffen der Hefe und ihren Abbaustoffen groB; die 
Freilegung des Invertins erfolgt unter den Bedingungen dieser 
Autolyse bei saurer Reaktion wenig auswihlend, weniger als 
bei den Neutralautolysaten, Die letzteren weisen trotz ihres 
groBen Gehaltes an nativem Eiwei8 das Invertin in giinstigerer 
enzymatischer Konzentration auf. 

Die verschiedenen Autolysate unterliegen bei langerem 
Aufbewahren gewissen Verinderungen, enzymatischen Hydro- 
lysen, die namentlich die Proteine betreffen, wenn auch in den 
sauren Lisungen nicht die giinstigsten Bedingungen fir das 
Hefetrypsin gegeben sind. Den gréBten KinfluB auf die Iso- 
lierung des Invertins gewannen unsere Beobachtungen iiber 
dieses Altern*) der Autolysate, da durch die langsam ver- 
laufenden Abbauvorginge die Trennung des Enzyms von der 
Hauptmenge seiner Begleitstoffe wesentlich erleichtert wird. 
Die Adsorptionsmethoden mit Tonerde und Kaolin (I. und 
IV. Abh.) und die Reinigung mit Hilfe der Bleifaillung (III. Abh.) 





1) Jl. Chem. Soc. Bd. 57, $. 884 (1890). 

* C0. S. Hudson und H.§. Paine, Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 82, 
8. 774 (1910); C. S. Hudson, Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 36. 8. 1566 (1914). 

8) Vgl. TIL. u. IV. Abh. 
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raturoptimum und die Zerstérungstemperatur der Enzyme. Nur 
von der Konfigurationsspezifitat, d.bh. von der Spezifitét der 
Enzyme gegeniiber asymmetrisch konstituierten Substraten ist 
es bis jetzt noch nicht gefunden worden, daB sie von abtrenn- 
baren Begleitern bedingt oder beeinflu8t sein kann. Zu den 
Kinfliissen der Begleitstoffe, die ohne spezifische Bedeutung 
fir die eigentliche Enzymwirkung sind, gehért auch die Er- 
héhung der Bestindigkeit.") Die Abtrennung der mit einem 
Enzym adsorptiv zusammenhingenden Fremdkérper hat einen 
Bestandigkeitssturz oder -verlust zur Folge, sei es in 
Lésungen oder an der Oberflaiche anorganischer Adsorbentien. 

Die Enzymuntersuchungen unseres Laboratoriums sind 
mit der Frage”) begonnen worden, ob den enzymatischen 
Wirkungen nur eigentiimliche Dispersitatsverhaltnisse beliebiger 
Stoffe zugrunde liegen oder chemische Verbindungen von be- 
sonderer Konstitution. Die Dispersititsinderungen, die dem 
Enzym bei dem Ubergang vom Pilz in das Autolysat und. in 
die Adsorbate und in die reineren Lésungen zugemutet werden, 
sprechen gegen die Annahme, da die Dispersititsverhaltnisse 
das wesentliche seien. Den enzymatischen Wirkungen werden 
daher Stoffe von chemischer Kigenart zugrunde liegen. Aber 
ihre chemische Konstitution ist infolge der Unbestandigkeit 
verschleiert, die von der Reaktionsfihigkeit der aktiven Gruppen 
bedingt zu sein scheint, 


Experimenteller Teil. 
I, Verarbeitung frischer Neutralautolysate unter 
Mitfiihrung und nachfolgender Ausfillung yon Eiwei8. 
(Tryptophanreiches Invertin.) 


A. Rasche Autolyse bei neutraler Reaktion. 


Fir die Gewinnung der Invertinlésungen war bis vor 
einigen Jahren die sehr lang dauernde und vollstandige Autolyse 





1) Bestindigkeitszunahme eines Enzyms wihrend der Reinigung 
wird sich dann ergeben, wenn durch diese z. B. eine begleitende 
Protease abgetrennt wird, welche auf die mit dem Enzym assoziierten 


Peptide abbauend einwirkt. 
*) R. Willstitter, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3601 (1922). 
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der Hefe nach C. O’Sullivan und F. W. Tompson’) das ge- 
briuchliche Verfahren; dem Enzym war die gréStmégliche 
Menge von Begleitstoffen beigemischt. Diese Methode ist 
durch einige Verfahren der beschleunigten Invertinfreilegung 
ersetzt worden, die sich hinsichtlich der Aciditét der ent- 
stehenden Autolysate von einander unterschieden. Entweder 
erfolgt die Autolyse bei der spontan auftretenden sauren 
Reaktion (p,, = 5,5—4,5) oder unter Neutralisation mit Ammoniak, 
Ammonphosphat u.dgl. Ein solches Verfahren der raschen 
Autolyse (ohne Neutralisation) wurde zuerst von C. 8S. Hudson?) 
angewandt; es war aber in den europaischen Laboratorien 
unbekannt geblieben. 

Die ohne Neutralisation gewonnenen Autolysate enthalten 
nicht mehr genuines Hefeeiwei8, da dieses bei der betrachtlich 
sauren Reaktion schon vor der Abtrennung der Heferiick- 
stande aus der Lésung ausfallt. Dennoch ist der Gehalt an 
Inhaltsstoffen der Hefe und ihren Abbaustoffen groB; die 
Freilegung des Invertins erfolgt unter den Bedingungen dieser 
Autolyse bei saurer Reaktion wenig auswahlend, weniger als 
bei den Neutralautolysaten. Die letzteren weisen trot ihres 
groBen Gehaltes an nativem EKiweiB das Invertin in giinstigerer 
enzymatischer Konzentration auf. 

Die verschiedenen Autolysate unterliegen bei laingerem 
Aufbewahren gewissen Verinderungen, enzymatischen Hydro- 
lysen, die namentlich die Proteine betreffen, wenn auch in den 
sauren Lésungen nicht die giinstigsten Bedingungen fiir das 
Hefetrypsin gegeben sind. Den gréBten Hinflu8 auf die Iso- 
lierung des Invertins gewannen unsere Beobachtungen itiber 
dieses Altern*) der Autolysate, da durch die langsam ver- 
laufenden Abbauvorginge die Trennung des Enzyms von der 
Hauptmenge seiner Begleitstoffe wesentlich erleichtert wird. 
Die Adsorptionsmethoden mit Tonerde und Kaolin (I. und 
IV. Abh.) und die Reinigung mit Hilfe der Bleifallung (II. Abh.) 





1) Jl. Chem. Soc. Bd. 57, 8. 834 (1890). 

*)C. S. Hudson und H.§. Paine, Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 82, 
8. 174 (1910); C. 8S. Hudson, Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 36. §. 1566 (1914). 
8) Vgl. III. u. IV. Abh. 
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sind an gealterten Autolysaten durchgefiihrt worden. Die 
Methoden fir die Abtrennung der Fremdstoffe, besonders des 
Hefegummis, lieBen sich nicht einfach von den gealterten 
Autolysaten auf frische iibertragen. Die Fortschritte unserer 
friheren Arbeitsweisen werden aufs Spiel gesetzt, sobald anders- 
artige Ausgangslésungen zur Verarbeitung kommen. Durch 
Adsorption mit Kaolin kann man Invertin von Hefegummi 
dann leicht abtrennen, wenn das Enzym mit den fiir die 
Millon-Reaktion verantwortlichen Begleitstoffen assoziiert ist: 
fehlen dagegen diese, so scheint das Invertin hartnaickiger mit 
dem Hefegummi vergesellschaftet zu sein und dieser wird durch 
das Kaolinverfahren auch bei Wiederholungen schwieriger und 
weniger vollstandig abgetrennt. 

Die Invertinpriparate unserer 1, [V. und V. Arbeit sind 
durch Adsorptionsverfahren im allgemeinen aus den bei saurer 
Reaktion gewonnenen (dann gealterten) Autolysaten hervor- 
gegangen; nur fir die mittels der fraktionierten Bleifillung 
gereinigten Praiparate der III. Abh. waren (gealterte) Neutral- 
autolysate vorzuziehen. Nun hat die Priifung des Invertins 
auf die EiweiBreaktionen, namentlich auf die Millon-Probe, 
neuerdings zu einer Anderung der Methode AnlaB gegeben. 
Es hat sich in der V. Abh. ergeben, da8 Priparate aus 
frischen Autolysaten, gewonnen bei saurer Reaktion, die 
schwichste Millon-Reaktion zeigen; in der Fortsetzung jener 
Untersuchung hat es sich erwiesen, daB andererseits Invertin 
aus Neutralautolysaten, wenn auch gealtert, viel schwichere 
Millon-Reaktion zeigt, als Invertin aus den bei saurer Reaktion 
gewonnenen Autolysaten. Deshalb sind wir dazu tibergegangen, 
Autolysate bei genau neutraler Reaktion (die fritheren Neutral- 
autolysate waren immerhin gegen Ende der Darstellung etwas 
sauer geworden?)) und mdglichst schnell zu gewinnen. Dadurch 
soll vermieden werden, da8 im Laufe der Verarbeitung das Invertin 
sich mit den fiir die Millon-Reaktion verantwortlichen Eiwei8- 
abbauprodukten vergesellschaftet. Das Hefeeiwei8 bleibt unter 
diesen Umstinden in annahernd nativem Zustand im Autolysat 
und la8t sich bei raschem Arbeiten leicht und fast vollstandig 





1) Vgl. IL. Abh. Diese Zs. Bd. 128, S. 1 (1922) und zwar S. 8. 


ne * 
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ausfaillen. Zu diesem hauptsichlichen Vorteil gesellt sich ein 
weiterer: man kann durch geeignete Wahi des Zellgiftes, am 
besten durch Hefeverfliissigung mit Chloroform, die Autolyse so 
leiten, daB verhiltnisma8ig wenig Hefegummi in die Lésung 
mit iibergeht. Im folgenden werden solche Neutralschnell- 
autolysate, die fiir unsere fritheren Methoden nicht geeignet 
waren, auf zwei Weisen in frischem Zustand verarbeitet. Ent- 
weder so, daB die KiweiBstoffe zu allem Anfang ausgefillt 
werden, wie es schon J. Meisenheimer, St. Gambarjan 
und L. Semper’) bei der Verarbeitung von HefepreBsiften *) 
gemacht haben (Abschn. I). Dies hat den Nachteil, daB 
das Invertin danach wenig geschiitzt und schon bei der 
Adsorption wenig bestindig ist. Aus diesem Grunde ist eine 
zweite Arbeitsweise in den Vordergrund getreten und soll hier 
zunichst behandelt werden. Eine Vorreinigung durch Alkohol 
wird zunichst vorgenommen, dann die Adsorption mittels 
Kaolin und erst danach die Beseitigung des leicht fallbaren, 
also noch wenig verinderten Proteins. 

Die Neutralautolyse wurde in der I. Abh. (S. 54) so aus- 
gefiihrt, daB man die frische Hefe nach Kintragen in das gleiche 
oder doppelte Volumen Wasser z. B. mit Toluol + Essigester 
(50 com fiir 1 kg) verfliissigte und bald begann, die auftretende 
Siure mit verdiinntem Ammoniak abzustumpfen. Die Neutra- 
lisation wurde in den ersten Stunden oft und weiterhin am 
ersten Tage noch einige Male vervollstindigt; die Auflésung 
des Invertins erforderte 3—4 Tage. Dieses Verfahren ist fir 
die Gewinnung der siureempfindlichen Hefemaltase ausgestaltet 
worden *) derart, daB man in den ersten Stunden der Autolyse 
standig an der Hinstellung der neutralen Reaktion arbeitete. 

Die Autolyse mit Chloroform fihrt nach den quantitativen 
Bestimmungen von R. Willstatter und F. Racke (Abh. I, 





1) Biochem. Zs. Bd. 54, 8S. 108 (1918). 

*) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, 
Miinchen (1908), und zwar E. Buchner, S. 21. 

*) R. Willstatter, Tr. Oppenheimer nnd W. Steibelt, Diese 

Zs. Bd. 110, §, 282 (1920) und zwar §. 287; R. Willstitter und 

W. Steibelt, Diese Zs. Bd. 115, 8. 199 (1921) und zwar S. 209. 
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S. 52) zu hefegummiairmeren Invertinlésungen als die Anwendung 
anderer Zellgifte, Erginzend wurde nun utitersucht, wie sich die 


verschieden bereiteten Autolysate nach der Vorreinigung durch 


Tabelle L. 


Alkoholfaillung, Adsorption an Kaolin (n/2-essigsaure Lésung, 
1 E. in 2 Liter) und Elution hinsichtlich des Gehaltes an Hefe- 
gummi verhalten. Die Autolyse mit Toluol fihrte, wie die 
Tabellel zeigt, zu Invertin mit groBem, die mit Chloroform zu 
Praparaten von geringfiigigem Hefegummigehalt. Daher ist in 
allen folgenden Versuchen Chloroform angewendet worden. 


EinfluB der Zellgifte auf den Hefegummigehalt von gereinigtem Invertin. 














g sia 
Sol. 5 Bev 
s.w. | Zeligift; Menge fir | & 2 EE s.w.| £55 
si Hefe aye Hefe . 3 § g E Autol “ gac 
asses € ” ES 2 
2 @ a 
sta | 2 Ee 
1 | 0,00395 | 150 cem Toluol 7 35 
20 87 | 0,00689 
81 | 109 | 0,00877 | sehr stark 
2°| 0,00841 | 150 ,, = ys 6,5] 638 
19 «| 118 | 0,00666 a 
8 | 0,00841 | mit 150 ccm Tol. verfl.| 8 76 
66 ccm Chloroform | 14 92 
zugesetzt : 25,5 | 100 | 0,00628 | mittelstark 
4 | 0,00841 | mit 66 cem Chloroform | 17,5] 178 
verfl.; dann 150 ccm | 21 94 | 0,00671 ye 
Toluol zugesetzt 
5 | 0,00895 | 150 ecm Chloroform 8 25 
24 78 | 0,00887 
48 85 | 0,0100 | schwach 
6 | 0,00841 | 66 eem Chloroform 8,5] 48 
22 71 
88 74 | 0,00775 | _gering 
7 | 0,00689 | 75 ccm Chloroform 20 46 
40 86 
48 94 | 0,0161 2 
88 97 
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Die Dauer der neutralen Autolyse nach Chloroform- 
verfitissigung war nach den Versuchen der Tabelle II von der 
Menge des Zellgiftes, wenn sie nur ausreichte, unabhingig; 
sie betrug auch bei groBen Chargen einen bis zwei Tage, 
wihrend das gewdhnliche Autolysenverfahren bei saurer 
Reaktion mit unserer Brauereihefe vier bis sieben Tage be- 
anspruchte. Dem in der I. Abb. beobachteten Enzymzuwachs 
sind wir hier auch mehrmals begegnet. Es kamen Ausbeuten von 
114 und 136°/, freigelegten Invertins vor, wahrend in haufigeren 
Fallen die Ausbeute mit der in der angewandten Hefe be- 
stimmten Invertinmenge annahernd tibereinstimmte. 


Tabelle IL. 
Verlauf der Neutralautolyse mit Chloroform. 














S.-W. menge der Auto- : S.-W. 
Nr. Hefe fir 1 kg hie Proz. des Autolysat 
ecm td. Hefeinvertins 
1 0,00380 600 7,5 64 
: 31 v6 
48 938 0,00871 
2 0,00880 150 3 25 
24 73 
48 85 0,0100 “f 
8 | 0,00880 15 18 49 aa 
26 67 ee 
40 89 | 0,0101 
4 0,00329 15 17 58 
25 64 
41 97 
712 97 0,00841 
5 | 0,00817 10 8 48 
20. 83 
23 90 0,0116 
88 
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Die angewandten Bierhefen waren im Invertingehalt, wie 
die folgenden Beispiele lehren, durchschnittlich. weniger gtinstig 
als in den Vorjahren. 


Zeitwerte der Liwenbriuhefe. 
(Trockengewicht durchschnittlich 25 °/,.) 


Mai 1928: 814, 317 

Juni 1928: 284, 290, 236 

Oktober 1923; 340, 390 

November 1928: 298, 293, 268 

Dezember 1928: 870, 340 

Januar 1924: 304, 268, 448 

Februar 1924: 870, 848, 442, 316 

Juni 1924: 860, 870, 348 

Juli 1924: 382, 815 

Darum begannen wir von den schénen Methoden Gebrauch 

zu machen, die H. y. Euler und seine Mitarbeiter’) sowie 
J. Meisenheimer, St. Gambarjan und L. Semper?) ein- 
fiihrten, um die Hefe durch geeignete Fiihrung invertinreicher 
zu machen. In den grofen Hefechargen stieg, wenn wir sie 
einige Tage in 2°/,iger Zuckerlésung unter Zusatz von Nahr- 
salzen und unter Bewegung mit Luft auf 30°C hielten, der 
Invertingehalt vom Zeitwert 360 auf 145, von 315 auf 130 


und 116, von 332 auf 127 an. 


Beispiel der Autolyse: 


12 kg frische Hefe (170 S.-E.) verarbeiteten wir in 
2 Chargen. Je 6 kg wurden in einem Steinzeugtopf mit 
360 ccm Chloroform mittels starker Holzstibe innig vermischt 
und geknetet. Schon nach 5 Minuten wurde bei ununter- 
brochener Bearbeitung die Hefemasse breiig und in weiteren 
5 Minuten bei fortdauerndem Riihren fitissig. Nach 10 bis 
20 Minuten war die Verfliissigung weit fortgeschritten; man 
versetzte die Hefe mit dem gleichen Gewicht Wasser und 
neutralisierte sie unter stindigem Rihren mit verdiinntem 





1) H. v. Euler und O. Svanberg, Diese Zs. Bd. 107, 8. 269 (1919) 
und zwar S, 286; Bd. 109, 8.65 (1920) und zwar 8.66 u. ff. H. v, Euler 
und B. af Ugglas, Diese Zs. Bd. 70, S. 279 (1910). 

2) Biochem. Zs. Bd. 54, S. 122 (1918). 
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Ammoniak. Die ausgeschiedene Saéure war hauptsichlich 
Phosphorsiure. Dann lieBen wir unter steter Bewegung der 
Flissigkeit mit einem Rihrwerk die Autolyse bei Zimmer- 
temperatur weitergehen und stellten in kurzen Zwischen- 
riumen durch Neutralisieren auf Lackmus p,, 6,5—7 ein. Die 
produzierten Siuremengen differierten bei den einzelnen Hefe- 
proben, wie die folgenden Beobachtungen tiber den Ammoniak- 
verbrauch in 2 Fallen zeigen. Nach 6--8 Stunden war die 
Saurebildung entweder beendet oder sehr verlangsamt. 


I 13 20 85 50 70 90 120 170 














45. 16): 4h AL 38 48 1 1 
240 300 360 Minuten nach Beginn der Autolyse 
0,6 0 0 cem 10°/,iges Ammoniak fiir 1 kg Hefe 
IL 15 25 40 85 110 140 170 260 
a3. 838 $@&.\43 2 1,5 1,2 1,1 
420 von 500—1200 Minuten nach Beginn der Autolyse 
1,1 2,3 ecm 10°/,iges Ammoniak fir 1 kg Hefe 


Die Autolyse durfte nur so lange fortgefiihrt werden, wie 
es die Freilegung des Invertins erforderte, gewdhnlich 
48 Stunden. Nach beispielsweise 8, 24 und 30—48 Stunden 
wurden Proben von 20 ccm herausgenommen, durch Zentri- 
fugieren und Filtrieren auf gehirtetem Papier von Zellen 
befreit und zur Bestimmung (mit 5 bzw. dann 2 und schlieB- 
lick 1 ccm) der Vergleichszeitwerte verwendet, um die Aus- 
beute in Prozenten vom Invertingehalt der Hefe zu ermitteln 
(vgl. Tab. IT). 

Das Autolysat trennten wir schlieBlich in einer groBen 
Zentrifuge von den Heferiickstinden ab und klarten die 
Fliissigkeit vollends durch schnelles Filtrieren unter Zusatz 
von etwas Kieselgur auf einer Reihe groBer Filter. Die 
praktische Ausbeute betrug in unserm Falle 15 Liter nur 
schwach gefarbtes Autolysat mit einem Gehalt von 111 E, 
d. i. 68°/, vom gesamten freigelegten Invertin. 


B. Vorreinigung durch Alkoholfallung. 


Die Fallung durch Alkohol war unentbehrlich (V. Abh., 
S. 210), um die frischen Neutralautolysate fir die Kaolin- 
adsorption geeignet zu machen; adsorptionshemmende FKiweib- 
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abbauprodukte blieben in der 50°/,igen alkoholischen Mutter- 
lauge zurtick. Kine Schwierigkeit bestand aber darin, daB die 
Operation namentlich in groBen Chargen bei ihrer unvermeid- 
lichen Dauer von 20—80 Minuten erhebliche Verluste an 
Kinzym verursachte; in den Versuchen 1—6 der Tabelle III 
betrug die Ausbeute im Niederschlag nur 29—66°,. Die 
Mutterlaugen enthielten kein Invertin, die Fallung war dank 
den Begleitstoffen, Proteinen, Hefegummi und Phosphat, voll- 
stindig. Aber ein Teil des Enzyms fehlte und die GréBe 
dieses Teils war abhangig von der Zeitdauer. Es gelingt, 
diese Enzymzerstérung zu vermeiden, wenn die FWallung aus 
angesduerter Lisung, p,,=4,5—4,8, vorgenommen wird. Diese 
saure Reaktion wird mit primirem Phosphat oder besser mit 


Tabelle IL. 


Invertinausbeute bei Faliung mit Alkohol 
(neutral und sauer). - 











———————————e————=————————————————————————[—[€—[€—[—=€_[—=£=_—&_—€_—=£=&£=_—=—=_—=—=£=&=_—[—[—[———————————NaBn9n""“= 
‘Ants. = 5 | In Susp. gef. 

B. Ang. Proz 

Nr. | lysat Zusatz Pa B com 
AM | S-E. | S-E | ine 

wins Min. Tov. 

1 50 _ 6,8 | 25 0,548] 0,291] 53 
2] 750 ~ 6,8|20--25] 8,20 | 5,45 | 66 
8 | 455 — 7,0}25—80] 8,91 | 1,60 | 41 
4} 500 — 7,0]/80—85] 4,81 | 1,26 | 29 
5 | 500 ~ 7,0|380—85| 4,21 | 1,82 | 82 
6} 500 —_ 6,8} 25—80] 4,85 | 2,83 | 48 
7 88|2ccm 0,1°/,iges Ammoniak | 8,5] 12 0,291] 0,010} 3,5 
. 25 — 6,8 | 25 0,208] 0,155} 76 
9} 25 _ 6,8} 12 0,208] 0,166} 82 
10 25 — 6,8| 6 0,208] 0,198| 98 
i 25 | 1ecm 20°, iges prim. Phosph. | 5,5] 12 0,208] 0,162] 80 
12 Sit, wD; Meese 4,8 | 12 0,208} 0,198] 95 
18 25] 1,2cem n/1-Essigsiure 4,5] 12 0,208} 0,208 | 102 
14 Miia. me 4,5 | 25 0,208] 0,198] 98 
15 Olkt «os —120 | 0,890] 0,856| 92 
16 | 6600/3800 ,, _ ,, ss — | 20—30} 50,5 | 50,1 | 99 
17 115000]820 , 8n-  ,, — | 20—30] 111 104. | 94 
18 | 4200/150 ,, ,, — |20—30] 72,5 | 72,0 | 99 
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Essigsiure so eingestellt, daB eine eben sichtbare Tribung 
die beginnende Fallung der Kiweiikérper anzeigt. 

~ In den Versuchen der Tabelle II sind nach der an- 
gegebenen Zeitdauer der Bertihrung mit Alkohol die mittels 
der Zentrifuge isolierten Fallungen sofort mit Wasser, worin 
sie sich nicht klar lésten, gut verrieben worden, um in der 
Suspension das noch vorhandene Invertin quantitativ zu be- 
stimmen. 

Versuch Nr. 7 zeigt die fast vollstindige Zerstérung des 
Invertins bei Anwendung ganz schwach ammoniakalischer — 
Lisung; die Versuche Nr. 8—10 zeigen die Abhingigkeit der 
Zerstjrung von der Operationsdauer beim Fallen aus neutraler 
Flissigkeit, Nr. 11—1i8 die schiitzende Wirkung des Siure- 
zusatzes. 

Die aus 50°/,igem Alkohol erhaltenen Niederschlige waren 
viel geringer als aus den bei saurer Reaktion gewonnenen 
Autolysaten. Man zentrifugiert sofort; die Ausflockung von 
Kiwei8 dauert fort, die zentrifugierten Lésungen triiben sich, 
aber die erste Fallung enthalt schon alles Enzym.") 

Fiir die weitere Reinigung des Invertins mit Kaolin darf 
die Fallung nicht in Wasser, noch weniger in alkalihaltigem 
Wasser aufgelést werden. Sonst geht zu viel von den Proteinen 
mit in Lésung, so daS die Adsorption an Kaolin gestért 
wiirde (Siehe Tab. XII, Nr. 14). Der Niederschlag wird besser 
mit bestimmten Mengen n/100- bis n/50-Essigsdure ausgezogen, 
wobei ein Teil der Proteine zuriickbleibt, ein anderer Teil in 
den nicht einmal sauer reagierenden Auszug mitgefihrt: wird. 

Beispiel: Die Fallung mit Alkohol wurde bei Verarbeitung 
groBer Mengen Autolysat, z. B. von 151. enthaltend 111 E., 
in einzelnen Anteilen ausgefiihrt, wie sie sich mit unserer 
Zentrifuge bewiltigen lassen. Je 1,4 Liter Autolysat versetzten 
wir mit 30 ccm 3n-Essigsiure bis zu beginnender Tribung 
und fallten mit 1,43 Liter 96°/,igem Alkohol. Den Wieder- 
schlag, der anfangs fein ist und bald grobflockig wird, trennten 
wir wihrend héchstens einer halben Stunde in der Zentrifuge 


1) Vel. H.v. Euler und K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 55, 8. 446 
(1923) und zwar S. 449. 
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von der Mutterlauge und verrieben ihn mit 0,7 Liter n/50- 
Essigsiure. SchlieBlich wurden die vereinigten Chargen, 
7,5 Liter, durch méglichst scharfes Zentrifugieren von den 
unléslichen Anteilen getrennt, und, wenn die Lésung noch 
nicht ganz klar war, durch Zusatz von Kieselgur und Filtrieren 
volistindig geklart. So gewannen wir 104 E., also 94°/, vom 
angewandten Invertin, dessen Konzentration von S.-W. 0,00794 
auf 0,0307 gestiegen war. 


C. Kaolinadsorption und darauffolgende EiweiBausfallung. 


Das Invertin nach der Reinigung durch Alkoholfaillung 
lieB sich, wenn man es vollstandig aufléste, vom Kaolin nur 
mit einem fiir praparative Zwecke zu ungiinstigen Adsorptions- 
wert von 0,033—0,036 bei einem Adsorptionsgrad von 17 bis 
18°/, adsorbieren. Fallt man aus einer solchen Liésung mit 
Schwefelsiure und Calciumchlorid das Protein teilweise aus, 
oder einfacher, lést man aus der Fallung das Invertin durch 
essigsiurehaltiges Wasser nur zusammen mit einem Teil der 
Proteine heraus, so steigt der Adsorptionswert des Kaolins 
sogar bei vollstindiger Adsorption auf so giinstige Werte 
(0,08—0,14) wie bei der Anwendung gealterter Autolysate. 
Die Adsorption verlauft am besten bei einer Aciditat von 
n/2-Essigsiure und einer Verdiinnung von 1K. in 400 bis 
600 ccm. Unter diesen Umstinden fallt das EiweiB vor dem 
Eintragen des Kaolins aus und wird von diesem aufgenommen, 
wihrend es bei groBer Verdiinnung stérende Emulsionen ver- 
ursacht. In der Mutterlauge bleibt viel Hefegummi zuriick. 
Am Kaolin (bis zur Elution mit 0,05°/,igem Ammoniak) ge- 
wahrt dann das Eiweii dem Invertin einen wichtigen Schutz. 
Man erreicht infolgedessen beim Eluieren Ausbeuten von 
mindestens 80, oft iiber 90°/,, also (vgl. Tab. IV) viel mehr 
als sonst bei jungen Neutralautolysaten und sogar mehr als 
bei der Verarbeitung gealterter Autolysate. 

Aus der Elution, die dafir zu einem Gehalt 1 von etwa 
80—55 E. in 1 Liter eingeengt werden mu, wird durch An- 
siuern mit Schwefelsiure unter Zusatz von Calciumchlorid mit- 
eluiertes KiweiB abgeschieden. Es ist, wenn man die frischen 


Nr. 
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Tabelle IV. 
Kaolinelutionsausbeuten bei verschieden vorbehandelten Autolysaten. 
(Ang. mit konz. Salzs. beh. Kaolin.) 








Art des Verd. 
Auto- |. Vorbehandlung Aciditét |1£E. in 
lysates ecm 


Zitat 


Elutions- 
ausbeute 














frisch; | Enteiw. m. Eisen- | n/20-Essigs. | 8000 | 75 | V.Abh., Tab. IV, 


gauer salz Nr. 11 
gealtert; | keine n/20- ,, 8000 | 65 | Y. Abh., Tab. V, 
sauer Nr. 4 


frisch; | Enteiw. m. Schwe-|n/4- bis _|2000 bis|40 bis] vorl. Abh., 
neutral | fels.; Alk. fillg. |n/2-Essigs. | 5000 | 62 Tab. XIV. 


frisch; | Alk. fallg. ohne n/2- ,, 2000 | 100 — 
neutral} Enteiw. 
frisch; | Alk. faillg. ohne n/2- ,, 500 | 87 — 


























neutral | Enteiw. 


Autolysate so rasch wie méglich den beschriebehen Opera- 
tionen unterzieht, noch so wenig verandert, da8 es zum gréBten 
Teil ausfallt. Mit Riicksicht auf die Saureempfindlichkeit des 
Invertins muB die erforderliche Siuremenge genau ausprobiert 
werden. 

Beispiel: 98 S.-E. Invertin in n/50-essigsaurer Liésung 
aus der Alkoholfillung unterwarfen wir in 5 Anteilen der Ad- 
sorption. 20 E. in 1680 ccm versetzten wir mit 2,4 Liter 
Wasser und 3,33 Liter 3n-Essigsiure und trugen in die stark 
getriibte Flissigkeit 610 com Suspension von salzséiurebehan- 
deltem Kaolin (134 g) ein, so daB die Adsorption bei einer 
Verdiinnung von 15S.-E. in 500 ccm n/2-Essigsiure geschah. 
Die Suspension wird so rasch wie médglich auf einer breiten 
Steinzeugnutsche mit doppelter Lage Filterpapier abgesaugt, 
was nicht mehr als 5 Minuten dauern soll. Die Restlésung 
enthielt noch 1,22 E., der Adsorptionswert hat also 0,14 be- 
tragen. Nach dem Auswaschen trugen wir das Adsorbat in 
Porzellanschalen ein und verriihrten es, um zu eluieren, mit 
1,5 Liter 0,05°/,igem Ammoniak. Die Elution wurde auf 
mehreren Nutschen durch gehirtete Filter gesaugt und mit 
Essigsiure neutralisiert. In diesem Zustand sammelte man 
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die ganze Menge. Aus den angewandten 98 E. erhielten wir 
bei einer Elutionsausbeute von 87°/, 80 S-E. Die gesamte 
Flissigkeit dampften wir im Vakuumapparat bei 18—14° auf 
1,57 Liter ein. 

Die fir die EiweiBausfallung erforderliche Sauremenge 
ergab sich beispielsweise aus folgenden Vorproben: 

1, 5 ecm der eingeengten Elution (0,250 E.) wurden mit 1 ecm 20°/,- 
igem CaCl, und mit 0,2 cem n/2-H,SO, versetzt, durchgeschiittelt und 
rasch zentrifugiert. Nach héchstens 4 Minuten konnte die von der 


Fallung getrennte Lisung mit einem weiteren Tropfen Schwefelsiure 
gepriift werden. Sie triibte sich; die Saure hatte also nicht gersicht. 


2. Kine gleiche Probe wurde mit 0,4 cem' n/2-H,SO, versetzt. Ein 
Teil der zentrifugierten Filiissigkeit blieb mit Schwefelsiure klar; ein 
anderer Teil, mit etwas CaCO, neutralisiert und quantitativ bestimmt, 
enthielt 0,185 E.; also Enzymverlust 25°/, durch Saéurewirkung. 


8. Ebenso mit 0,8 cem n/2-H,SO,; ebenfalls klar auf Sdurezusatz. 
Die Ausbeute, bei idealer Filtration, betrug 0,222 E., der Verlust 11°/,. 


4. Mit 0,25 cem n/2-H,SO, Ausbeute 0,244 E., also 2°/, Verlust. 

Die Ausfallung von EiweiB nahmen wir in vielen (18) 
Anteilen vor, um die Versuchsdauer tunlichst abzuktrzen 
und Invertinzerstérung durch die Saure zu vermeiden. Je 
120 com (6 S.-E.) versetzten wir mit 24 ccm 20°/,iger CaCl,- 
Lésung, wodurch eine starke Triibung entstand, und mit 6 ccm 
n/2-Schwefelsiure, die eine dichte, sich zusammenballende 
Proteinfallung erzeugte. Mittels einer kleinen, sehr rasch an- 
und auslaufenden Zentrifuge trennte man die Enzymlésung 
vom Niederschlag und neutralisierte sie spaitestens 5 Minuten 
nach Versuchsbegiun mit einer kleinen Menge gefallten Calcium- 
carbonats. Das gesamte Filtrat enthielt 72,0 E., also 91°/,; 
die Ausbeute wire ohne das Zuriickbleiben von Invertinlésung 
in der abzentrifugierten EKiweiBfaillung quantitativ gewesen. 
Nach Einengen im Vakuum auf 510 ccm und zweitigiger 
Dialyse betrug die Ausbeute 65 S.-E. 

In diesem Beispiel (Nr. 1, Tab. V, ahnlich Nr. 2 und 3) 
ist das Invertin allein durch die Ausfallung des durch das 
Kaolin mitgefihrten Proteins 5,6 mal konzentrierter geworden; 
der Saccharasewert betrug 1,08 (Zeitwert 0,93). Das Ergebnis 
war durch Anwendung invertinreicher Hefe (Zeitwert 145) zu 
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iibertreffen. Der Adsorptionswert des Kaolins war dann viel 
giinstiger, namlich 0,30. Die Saccharasekonzentration stieg 
vom Zeitwert 62 des Autolysates bei der geschilderten Reinigung 
auf 1,79 (Zeitwert 0,56; Nr.5 der Tab. V). Alle diese Pri- 
parate gaben starke Hefegummireaktion, wihrend die Millon- 
Reaktion negativy und die Ninhydrinprobe schwach ausfiel. 


Tabelle V. 
Invertin nach der Alkoholfillung, Kaolinadsorption und EnteiweiSung. 



























Saccharaseeinheiten S.-W. 
Nr. 
ddiies Lis. aus d. | Ads. an Eluiert eiweiB- | v. EiweiB 
Y®- | Alkoholfillg.| Kaolin | aus Kaolin | haltig | befreit 
tT iu 104 92,0 80 0,192 1,08 
21 31 28 26,6 21,5 ns 1,00 
s7 Sin 17,8 16,7 15,5 0,177 | 0,985 
4 8,27 2,84 2,20 1,98 0,156 ae 
5] 58,1 48,8 42,0 83,6 “a 1,79 



























D. Tonerdeadsorption bis zur Grenze des Leistungsvermégens. 


Die beschriebenen Invertinlésungen aus frischen Neutral- 
autolysaten dienten als Ausgangsmaterial fiir Adsorption durch 
Tonerde mit dem Ziel, das Enzym méglichst vollstindig von 
seinen Begleitstoffen zu trennen, Dahbei ist zu beachten, daB 
der Saccharase noch andere Kohlenhydrat spaltende Enzyme 
beigemischt sind und daB alle diese Enzyme auch Zersetzungs- 
produkte (inaktiviertes Enzym) und Vorstufen enthalten kénnen. 
Die Adsorptionsmethode ist nimlich bis jetzt nur wenig fir 
die Trennung des Enzyms von diesen niachst verwandten 
Stoffen ausgebildet worden. , 

Die Adsorptionsmethode wird im folgenden 6fters so ge- 
handhabt, daB eine Fraktionierung erfolgt, nimlich so, daB 
ein Teil des Enzyms mit Tonerde weggenommen und die Rest- 
lésung fir sich weiter verarbeitet wird (Voradsorption). Zu- 
meist wird aber die Hauptmenge (80—90°/, des Enzyms) des 
Invertins aufgenommen und vollstindig oder fraktionenweise 
eluiert. Fiir alle Versuche diente ein und dasselbe Praparat 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXLII. 19 | 
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des Aluminiumhydroxyds C. In einigen Fallen erfolgte dic 
Adsorption aus neutraler Lisung, zu allermeist in schwach 
saurer Lisung, in diesem Falle, tibereinstimmend mit unseren 
friiheren Angaben, mit héheren Adsorptionswerten. 

Im Kinklang mit den voranstehenden Angaben von 
H. Kraut und E. Wenzel fanden wir maximale Adsorptions- 
werte bei p,, == 5,0 und den Verlauf der Adsorptionswerts-p,,-Kurve 
steiler werdend bei zunehmender enzymatischer Reinheit des 
Invertins (Fig. 1). Die geeignetste Verdiinnung, um mit maxi- 











60 | 
« % 
4 i ‘ ee SM 3.33, 063 mg Al, 2, fiir Q050E. 
e x ih ty ge i 
is Ne === SW. 1,93, 125mg Al, 0, fiir QOS0E. 
/ : ——~ 5.0985, 55 mg Al, 0, fiir 050. 
Se ia 
1 
1 t L j ' L 1 J 
1 ae “4 5 6 7 é g 
Pr 





Fig. 1, 
A. W -py-Kurven fir Prip. B in 3 Reinheitsstufen in der Verdinnung von 1 E. in 600 ccm. 


malen Adsorptionswerten zu adsorbieren, war von Fall zu Fall 
zu ermitteln. Die rechte Verdiinnung war bei der erstmaligen 
Anwendung der Tonerde 250 ccm fiir 1S.-E., bei héherem 
Reinheitsgrad dagegen war der Adsorptionswert in konzen- 
trierter Lisung gréBer (1 E. in 50 ccm). Die Fig. 2 und die 
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<= Vard. 1E.in SOcem, 0425mg Al, 0, fir QO50E. 





~~ Vert 1E. in 500m, 2mg Al, 0, fiir OOS0E. 
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Pig. 2... 
A. W.-py-Kurven fir Prap., A nach der ersten Tonerdeads. (S. W. 2,43) in Verd. 
1:60 und 1:500 ccm, 
















































281 


Zur Kenntnis des Invertins. 


Kurven Illa und IIlb der Fig.5 zeigen, daB ein Priparat 
vom Zeitwert 0,41 bzw. 0,44 mit Adsorptionswert 78 bzw. 98 
aus der konzentrierteren, mit Adsorptionswert 37 bzw. 72 aus 
der 10mal bzw. 5mal verdtinnteren Lésung adsorbiert wird. 
Der Sinn dieses Unterschiedes wird in der voranstehenden 
Abhandlung von H. Kraut und E. Wenzel eingehend erlautert. 
Der Grund dieser Erscheinung beruht zum Teil auf dem 
wechselnden Adsorptionsverhalten der mit dem Invertin nicht 
zusammenhingenden Begleitstoffe. Es wird zudem bei der 
Erklarung zu beriicksichtigen sein, daB im Falle der rohen Enzym- 
lésung in verdiinnter, namentlich savrer Lésung erfolgende 
hydrolytische Dissoziationen adsorptiv locker zusammen- 
hingender Gemische von Enzym und Fremdstoffen eine Rolle 
spielen, wihrend im reineren Zustand durch die Verdiinnung 
und den Zusatz von Saure auch ein Zerfall der adsorptiv 
enger verbundenen Systeme von Invertin + Koadsorbentien 
eingeleitet werden kann. 3 

Die Adsorptionswerte sind, wie einige Beispiele in der 
Tabelle VI zeigen, im Vergleich zu den friiheren hoch gesteigert 
worden. Sie sind 6—7mal héher als die besten in unsern 
friheren Arbeiten. Diese Werte haben natiirlich nicht die 
Bedeutung von Konstanten; sie sind ja ungemein abhingig 
von der Sorte und Beschaffenheit der Tonerdepriparate, 
auBerdem von den Bedingungen der Adsorption. Das Altern 
unserer Tonerde C im Laufe von 7 Monaten schien indessen 
keinen betrichtlichen EinfluB zu haben; das Adsorbens ist 
nur immer wieder mit Glaskugeln auf der Maschine geschiittelt 
worden. Die Umstinde, auf denen die Verbesserung der 
Adsorption, nimlich die Steigerung der Adsorptionswerte be- 
ruhte, waren: zunehmende Reinheit der Praparate, Anwendung 
der jeweils geeigneten Verdiinnung und optimalen Aciditat. 

Ks ist allerdings zweifelhaft, ob fir die praparativen 
Zwecke die Erzielung optimaler Adsorptionswerte durch ge- 
elignete Aciditit so vorteilhaft ist. Es mag sein, daB die 
Adsorption bei weniger giinstigem p,, also mit der dann er- 
forderlichen gréBeren Tonerdemenge, mehr auswiahlend vonstatten 


geht als bei optimaler Aciditat. 
19* 

















282 


Richard Willstitter und Karl Schneider, 


ea, a we ~. i 


Oe. 


Tabelle VI. 


Ss oF = 


Adsorptionswerte der Tonerde fiir Invertin verschiedener Reinheit. 
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; Verd.| 4 as.- 
Nr. Autolysat Vorbehandlung S.-W. Aciditit 1E. in} Grad A.-W. Zitat 
cem | 77* 
ee frisch; sauer keine < 0,0066 | schwach sauer} — -— 0,17 I. Abh., S. 67 
2, frisch; sauer keine < 0,0066 | schwach sauer} — — 0,74 I. Abh., 8. 67 
: (28 °/, Aceton) 
8 | sauer; 6 Wochen Kaolin ohne Aceton < 0,0066 iuBerst 8000 | 97 1,2 | IV. Abh., Tab. I, Nr. 16 
gealtert schwach sauer : 
4 | sauer; 6 Wochen Kaolin mit Aceton < 0,0066 iuBerst 4500 | 78 4,3 | IV. Abh., Tab. I, Nr. 19 
gealtert schwach sauer 3 
5 | sauer; lang gealtert Kaolinadsorption 1,67 |schwach sauer| 1400 | 94,5] 19,5 | IV.Abh., Tab. I, Nr. 28 
6 frisch; sauer eine 2,7 neutral 40 | 95 17,0 V. Abh., Tab. XIII, 
Tonerdefraktionierung Priap. k, 
7 | sauer; lang gealtert mehrmalige 3,7 n/40-Essigs. 40] 77 30,0 V. Abh., Tab. XI, 
Tonerdefraktionierung Prép. 9, 
8 | neutral; frisch | Alkoholfallg., Kaolinads., 2,43 | n/2500-Essigs. 50 | 90 17 diese Abh., Prip. A 
enteiweiBt, Tonerdeads. 
9 | ebenso; invertia- | Alkoholfillg., Kaolinads., 4,20 |n/1000-Eegsigs. 57 | 84 1129 diese Abh., Priip. D 
reiche Hefe enteiw., 3 Vorads., 2 Ads. | 
10 | neutral; frisch | Alkoholfillg., Kaolinads., 3,37 }|n/1000-Essigs.{ 61) 86 {162 diese Abh., Priip. C 
enteiw., 4 Vorads., 2 Ads. 
il ebenso ebenso + 1 Ads. 4,75 | n/1000-Essigs. 50 | 98 4196 diese Abh., Prip. C 
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Unsere praparative Anwendung der Tonerdeadsorption 
war eng verbunden mit der Untersuchung iiber Enzymadsorption 
yon H. Kraut und E. Wenzel’), deren erster Teil vor einigen 
Moneten verdffentlicht wurde und deren Fortsetzung die voran- 
stehende Abhandlung enthalt. Die Adsorptionsmethode wird 
nimlich durch Priifung der Adsorptionskurve des Invertins in 
jedem Reinheitszustand vom Autolysat bis zum Ende so ge- 
leitet, daB sich das Adsorptionsverhalten mehr und mehr und 
schlieBlich fast ganz dem eines einheitlichen Stoffes niahert. 
Kinen solchen Fall zeigt die Fig. 3. Sie gibt die Adsorptions- 











Adsorptionskurven yon Praparat A in 2 Reinigungsphasen. 


kurve eines unserer Invertinpraparate wieder vom Saccharase- 
wert 2,14 (Zeitwert 0,47) nach Voradsorption und erster und 
zweiter Tonerdeadsorption (Prap. A der Tab. VIII). Bei den 
letzten Vornahmen ist eine WirkungseinbuBe von 39 °/, erfolgt, 
ohne welche der Saccharasewert 3,58 gewesen ware. Eine so 
schéne Form der Adsorptionskurve ist indessen bei wieder- 
holter Anwendung der Tonerdeadsorption nicht immer erreicht 
worden. Das beste Priparat dieser Gruppe, ein aus invertin- 
reicher Hefe stammendes Priparat vom S.-W. 6,67 (Zeit- 
wert 0,15), das durch Voradsorption, Adsorption, erneute 
Adsorption und dritte Adsorption gereinigt wurde, ergab nach 
11°/, Verlust (beim dreitigigen Aufbewahren) eine Adsorptions- 
kurve Fig. 4, die noch abtrennbare Beimischungen anzeigt. 
Ebenso war auch an dem besten Priaparat der V. Abhandlung 
(Tab. XI, Prip. g,, S.-W. 5,35) nicht das Adsorptionsverhalten 





1) Diese Zs. Bd. 133, S. 1 (1928/24). 
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eines reinen Stoffes beobachtet worden, ein Ende der systema- 


tischen Anwendung des Adsorptionsverfahrens also nicht 
erreicht.?) 
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‘ Fig. 4, 
Adsorptionskurven von Pr&p. D (8. W. 6,67) und Prap. g, (Abh. V. Tab. XI, 8. W. 5,865). 





Die Adsorption mit Tonerde suchten wir also derart an- 
zuwenden, daB das Ende der Wirkung des Adsorbens erreicht 
wurde. Die Begleitstoffe (wie Hefegummi, die Ninhydrin- 
reaktion gebenden Stoffe und andere), die nach dieser Methode 
iiberhaupt in irgendeinem Falle abgetrennt werden konnten, 
miissen in jedem Beispiel abgetrennt werden. Der Zeitwert 
mu8 in jedem Fall so weit gesteigert werden, als es mit dem 
gegebenen Material von Hefeautolysat nach diesem Verfahren 
méglich ist. Die Adsorptionskurve soll sich der eines ein- 
heitlichen Stoffes annihern. Ist aber dieses Ziel erreicht, so 
zeigt es sich, daB das Invertin dennoch von der Kinheitlichkeit 
eines reinen Stoffes weit entfernt ist. Dieselbe Kritik ist ge- 
boten, wenn mit der Adsorptionsmethode analoge Erfolge bei 
den aktiven Stoffen der Heilseren oder z. B. bei. der Reinigung 
von Insulin angestrebt werden. Die gefundene Adsorptions- 
kurve ist namlich nicht die des Invertins, sondern die eines 
invertinfihrenden Begleitstoffes, genauer die eines Aggregates, 
bestehend aus Invertin und den ihm am niachsten verwandten 
Stoffen (wie andere Enzyme, Zersetzungsprodukte und Vor- 





1) Siehe dazu H. Kraut und E. Wenzel, Diese Zs. Bd. 133, S. 1 
(1928/24), Kurve 8 der Fig. 6, S. 14. 
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stufen der Enzyme) zusammen mit, d.h. adsorptiv verbunden 
mit einem Koadsorbens oder mit mehreren untereinander 
adsorptiv verbundenen Koadsorbentien. Der erreichte Zustand 
ist eine Grundlage fiir weiter eindringende Untersuchungen. 
Es ist zu ermitteln, welche Anderungen in den Adsorptions- 
bedingungen die Assoziation des Invertins mit seinen Ko- 
adsorbentien derart beeinflussen, daB mit demselben Adsorbens, 
auBerdem und wohl leichter mit andern Adsorbentien entweder 
ein Teil der Begleitstoffe oder das Invertin selbst mehr aus- 
wahlend adsorbiert wird. Aber diese Untersuchung wird zu 
einer Schranke gelangen. Die weiteren Erfolge der Adsorptions- 
methodik werden mit Verlust an Bestaindigkeit der Saccharase 
bezahlt werden. Dadurch wird die Méglichkeit beschrankt, 
zum reinen Enzym vorzudringen. 

Die besten Priparate der hier behandelten Art kommen 
nur sehr schwer, manche auch nicht, zu so hohen enzymatischen 
Konzentrationen wie das Inveriin aus gealterten Autolysaten. 
Dies ist der Fall, trotzdem sich die neuen Praparate durch 
ihre Bestindigkeit gegeniiber dem Adsorbens auszeichnen und 
wiewohl auf dem ganzen neuen Wege der Reinigung Schadigung 
der Zeitwerte durch Inaktivierung vermieden werden konnte. 
Diese neuen Priparate sind gegen Zersetzung im Tonerde- 
adsorbat geschiitzt, wie sie bei dem Invertin aus gealterten 
Autolysaten friiher beobachtet wurden, und sie sind in dieser 
Beziehung weit bestandiger als die im Abschnitt IT zu be- 
handelnden Priparate aus frischen, von KiweiB sofort befreiten 
Autolysaten. Erst in der Dialyse traten Enzymverluste von 
wechselnden Betrigen ein, manchmal kleine Verluste, in anderen 
Fallen EinbuBen bis zu 60°/,. Der Vergleich mit unseren 
anderen Arbeitsweisen zeigt uns, daB wir aus denselben Auto- 
lysaten mit den Adsorpticnsmethoden Invertin von héheren 
Zeitwerten zu gewinnen imstande waren, wenn wir wie friher 
die Autolysate durch die enzymatischen Vorginge der Alterung 
verbessern wiirden. Die analytische Untersuchung im IV. Ab- 
schnitt lehrt, daB die enzymatische Konzentration der Praparate 
dieses I. Abschnittes durch die Assoziation der Saccharase mit 
dem tryptophanreichen Begleitstoff herabgedriickt wird. 
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Von den folgenden Tabellen gibt Nr. VII einen Vergleich 
der nach unseren verschiedenen Verfahren gewonnenen besten 
Praparate und Nr. VIII stellt einige Priparate der lier be- 
handelten Isolierungsweise zusammen, von denen nur ein Bei- 
spiel beschrieben werden soll. Es ist dasselbe Priparat C, 
dessen Adsorptionsverhalten im Laufe der Reinigung in der 
Fig. 5 dargestellt ist. 


Tabelle VIL. 


Invertinpriparate der verschiedenen Darstellungsweisen. 









































_ VY. Abh., diese Arbeit, 
Zitat |Iv. Abn.) _ UL Abh, | V.Abh, | oy xi | Tab. VIII, 
Praip. 1, m, q | Abschn.II,D Prip. m, Prip. D 
frisch, neutral} | 
Autolysat gealtert gealtert gealtert gealtert | aus invertin- 
, | reicher Hef: § 
Alkoholflig. 
Kaolin- | Bleifiillung, | ‘Ko jnag, | Alkoholfllg. | Alkoholfillg, 
VerSiiues anni cone’ ous veil: — . 
dine aus : oe oe _| mégl. saurer aus mig! iwei = 
Isolierung verd. | eine oder swei Lésung ae — ... é 
saurer weitere (S.-W. 8,52), Frakt. dure onerde- 
Lisung | Bleifillungen | AOE Tonerde adsorption 
Reinheitsgrad 
Zeitwert 0,5 0,830—0,20 0,187 0,168 0,15 
(meist ind. best.) 
S.-W. 2 8,38—5 5,85 6,14 6,67 
If 122 200—300 $25 874 406 
Beispiel: 


Die durch Kaolinadsorption gereinigte, von Kiwei8 befreite 
Invertinlésung von 65 E. und S.-W. 1,08 lieB sich durch Ton- 
erde C nur mit sehr ungiinstigem Adsorptionswert adsorbieren, 
wie die Kurve I zeigt. Man erkannte aus ihr, daB es angezeigt 
war, durch Voradsorption mit kleinen Tonerdemengen die 
Lésung von Begleitstoffen zu befreien, die das Adsorbens in 
erster Linie beanspruchen. Dies geschah in 2 Malen unter 


Tabelle VIIL. 
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Abtrennung von 4 und 10°/, des Invertins. Das Adsorptions- 
verhalten des Enzyms anderte sich dabei betrichtlich (Kurve I]). 
Das Invertin war nach dieser Reinigung mit dem Adsorptions- 
wert 41 fiir den Adsorptionsgrad 80 adsorbierbar. 


Tabelle IX. 


Beispiel C der planmi8igen Tonerdeadsorption. 





I. Ads. 


Il. Ads. 


Ill. Ads. 


IV. Ads. 





Angew. 58 E. vom 8.-W. 108 nach Kaolinads. 
u. EiweiBfallung; 

Vorads. (4,2°/,) in Verd. 1E. in 200 ccm, 
neutral, mit 0,6 g bei A.-W. 4,1. Rest- 
lésung 56,7 E. 

Vorads. (10,1°/,) unter denselben Bed. mit 
0,6 g bei A.-W. 9,8. Restlésung 50,8 E.; 
weiter verarb. 49 E. 

n/1000-Essigs., 1 E. in 250 ccm, mit 0,95 g 
bei A.-W, 41,2; Ads.-Grad 80. 

Elution (n. Vorel. von 2,25 E. mit NH,) mit 
Phosph., einged., dialys. 35,8 E. ; S.-W. 2,27, 
weiter verarb. 25,5 E. 

Vorads. (7,1°/,) n/1000-Essigs., 1 E. in 55 ccm; 
mit 0,053 g bei A.-W. 39; el. S.-W. 0,7. 
Restlésung 23,7 E, 

n/1000-Essigs., 1 E. in 63, mit 0,182 g bei 
A.W. 115, Ads.-Grad 88. (Restlésung 
S.-W. 0,80.) 

Elution mit Phosph. 17,4 E. (83°/,), nach 
Dial. 16,9 E. §.-W. 8,87, nach 8 Tagen 
2,76, weiterverarb. 12,3 E. 

Vorads. (17°/,) n/1000-Essigs., 1 E. in 50, 
mit 0,01 g bei A.-W. 210, mi Ads. von 
2,1 E. zerstért 71°/,. Restlés. 10,2 E. 


n/1000-Essigs., 1 E. in 61, mit 0,053 g bei] 


A.-W. 162, Ads.-Grad 86. 
Elution 8,2 E. (98°/,), nach Dial. 8,2 E., 
filtr. von etwas Tonerde 7,4 E., S.-W. 4,75. 
(10,4°/, N; 8,8°/, Tryptophan.) 


n/1000-Essigs., von 2 E. in 100 ccm mit 


9,5 mg 1,87 E., A.-W. 196. 

Elution 1,68 E., nach Dialyse 1,55 E., nach 
Filtr. u. El.-Dialyse 1,82 E. §.-W. infolge 
dieses Verlustes 4,85 (S.-W. 5,00). 

(10,6°/) N; 9,4°/) Tryptophan.) 





Ads.-Kurve I, Fig. 5 


Ads.-Kurve II, Fig. 5 


Ads.-Kurve Illa u. IIIb, Fig. } 


Ads.-Kurve IV, Fig. 5 


Ads.-Kurve V, Fig. 5 
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Es ist. wahrscheinlich, daB es sich dabei um eine kleine 
Menge nicht mehr unverinderten, durch Siure nicht mehr fall- 
baren Proteins handelt. Auch im weiteren Verlauf der Reinigung 
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Adsorptionskurven von Praparat C in verschiedenen Reinheitsstufen. 


erschien es noch mehrmals angezeigt, Voradsorption oder 
fraktionierte Adsorption auszufiihren. Die Adsorptionskurve IV, 
die mit der Elution nach zweimaliger Durchfiihrung der Tonerde- 
adsorption ermittelt wurde, zeigt, daB ein Teil des Invertins 
leichter adsorbierbar ist, als die Hauptmenge. Es wurde ver- 
sucht, mit Tonerde die leichtest adsorbierbare Fraktion zu 
isolieren. Mit einem Adsorptionswert von 210, dem héchsten 
bisher beobachteten, trennten wir 17°/, des Enzyms ab. Dieser 
Teil war leider im Gegensatz zur Hauptmenge und zu allen 
anderen hier untersuchten Invertinpriparaten so unbestindig 
bei der Adsorption, da8 bei sofortiger Bestimmung des Adsorbates 
71°/, vom aufgenommenen Invertin fehlten. Wiahrend das 
Invertin zuvor beim Adsorptionsgrad 75 mit A.-W. 151 adsorbier- 
bar war, ergab sich danach bei demselben Adsorptionsgrad 
A.-W. 162. 

AuBer diesen Fraktionierungen des Invertins durch Vor- 
adsorption ist das Invertin 3mal in seiner Hauptmenge der 
Tonerdeadsorption unterworfen worden. Nach der ersten solchen 
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Reinigung lieB sich auf Grund des Vergleichs der Adsorptions- 
kurven IIIa und IIIb, die mit der Verdiinnung von 1 S.-E. in 
250 und 50 ccm bestimmt sind, annehmen, da sich die Invertin- 
lésung, nachdem sie zuvor an den aus konzentrierter Lisung 
leichter adsorbierbaren F'remdstoffen armer gemacht worden, 
nun durch Adsorption von den in konzentrierter Lésung schlechter 
adsorbierbaren Begleitstoffen trennen lassen wiirde. Die Ad- 
sorption aus konzentrierterer Lésung ergab einen viel giinstigeren 
Adsorptionswert. In dieser Konzentration (1 EH. in 50 ccm) 
wurde daher gearbeitet. 

Bei der priparativen Ausfiihrung der Adsorption begegnete 
man dfters Abweichungen in den Adsorptionswerten von den 
in kleineren Vorversuchen z. B. bei Bestimmung der Kurven 
gefundenen Zahlen. Die Reproduzierbarkeit der Versuche, 
namentlich bei Anderung des MaBstabes ist keine vollkommene. }) 
Es kamen in einzelnen Fallen sogar groBe, noch nicht erklir- 
liche Abweichungen vor. Beispielsweise war bei der vierten 
Adsorption, ausgefihrt mit 2 E. der A.-W. (196) erheblich 
gréBer als die Adsorptionskurve der angewandten Invertinlésung 
vorhersagte. , 

Die Arbeitsweise soll an der ersten Tonerdeadsorption 
beschrieben werden, die nach der Reinigung durch Voradsorption 
mit 49 E. ausgeftihrt wurde. Mit dieser Menge arbeitete man 
in finf Anteilen: 9,8 E. brachten wir unter Zusatz von 2,45 ccm 
n/1-Essigsiure auf das Volumen von nahezu 2,5 Liter. Die 
Tonerdesuspension (0,191 g Al,O, in 60 ccm) trug man auf 
einmal unter heftigem Umschiitteln ein. Dann trennten wir 
die Restlésung vom Adsorbat in der Zentrifuge mit 6 EKinhalb- 
Liter-Bechern. Die Adsorbate der einzelnen Chargen verrihrte 
man, um sie auszuwaschen, sorgfaltig mit destilliertem Wasser 
und sammelte alle finf, zusammen mit 21/, Liter Wasser. 





1) Nicht immer konnten die Bestimmung der Adsorptionskurven 
und die priparative Verarbeitung, aus der der Adsorptionswert fiir einen 
gewissen Adsorptionsgrad hervorging, zu gleicher Zeit vorgenommen 
werden. Wenn aber das Invertin beim Stehen der Lésung einer teil- 
weisen Inaktivierung anheimfiel, so wurde der Adsorptionswert erniedrigt 
und in manchen Fallen die Adsorptionskurve verindert. 
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Daraut trennten wir wieder mit der Zentrifuge die gesamte 
Tonerde vom Waschwasser und bewirkten in den Zentrifugen- 
bechern durch Verriihren mit dem Eluens die Freilegung des 
Enzyms. In unserem Fall wurde dieser Proze8 in Fraktionen 
ausgefihrt, mit 0,05°/,igem Ammoniak ein kleiner Teil eluiert 
und die Hauptmenge durch zweimalige Behandlung mit 0,5°/, igem 
Diammonphosphat (zuerst 650, dann 360 ccm). Die vereinigten 
Phosphatelutionen, im Vakuum auf 250 ccm eingeengt und 
durch 3tigige Dialyse von Elektrolyten befreit, ergaben 35,3 E. 
vom §.-W. 2,27. Fir die Bestimmung der enzymatischen 
Konzentration ist die Lésung in allen Fallen nach der Dialyse 
vollends durch Elektrodialyse gereinigt worden. 

Durch zwei weitere Adsorptionen erhéhte sich die enzy- 
matische Konzentration auf §,-W. 3,37 u. 4,75. Damit war das 





























Ende der Niitzlichkeit des Verfahrens erreicht. Eine noch- 
Tabelle X. 
Reaktionen einiger Invertinpriparate. 
a Hefegummi 
Reaktion, Millon | Ninhydrin /|Tryptophan ani Fehling 
: Salkowski| 2: -rhitzen 
mit Siure 
ausgefiihrt mit} 4 mg 2 mg 5—14 mg 5 mg 5 mg 
Priiparat A 
nach I. Ads. negativ schwach — gering ~— 
nach II. Ads. “ spurenweise — negativ — 
Priparat B 
nach I, Ads. . schwach — mittelstark — 
nach II, Ads. - sehr schwach —- — spurenweise 
nach II. Ads. 9 spurenweise — negativ negativ 
Priparat C 
nach I, Ads. = schwach sehr stark | mittelstark wee 
nach II, Ads. s iuBerst schw. ‘5 —_ gering 
nach III. Ads. 2 spurenweise . negativ negativ 
Priiparat D 
nach I, Ads. ne tiuBerst schw. - mittelstark — 
nach II. Ads. pA spurenweise ‘i cee — 
nach III. Ads. ” “ negativ negativ 
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malige d. i. vierte Adsorption ergab keine Verbesserung mehr, 
sondern eine scheinbare kleine Abnahme des Saccharasewertes, 
bedingt durch EnzymeinbuBe bei der Dialyse, der ersten, die 
im Gang dieses Versuches vorkam. 

Uber die Reaktionen der Fremdstoffe, die dem Invertin 
hartnickig zu folgen pflegen, gibt die Tab. X AufschluB. Der 
Hefegummi war schwer vollstindig zu beseitigen. Dieses 
Praparat C und D, ahnlich die anderen dieser Gruppe, gaben nach 
der ersten Tonerdeadsorption noch einen kraftigen Niederschlag 
mit Fehlingscher Lésung. Auch die zweite Adsorption be- 
seitigte den Hefegummi nicht vollstindig. Nach der dritten 
enthalt das Invertin endlich keine Spur von Hefegummi mehr. 
Die Tryptophanreaktion war positiv und zwar sehr stark; die 
Millon-Probe war bei allen diesen Priparaten vollkommen 
negativ, nur eine schwache braunliche Farbung trat ein. 


II. Verarbeitung frischer Neutralautolysate unter 
friihzeitiger Ausfillung von EiweiB. 


(Tryptophanarmes und tryptophanfreies Invertin.) 


A. EnteiweiBung sofort nach der Autolyse. 


Die frischen Neutralautolysate zeigten gegen Saiure dasselbe 
Verhalten, wie es J. Meisenheimer, St. Gambarjan und 
L. Semper’) an HefepreBsiften beobachteten und mit Vorteil 
anwandten, um durch Beseitigung von Eiwei® das Invertin reiner 
zu erhalten, Die Menge des EiweiBniederschlags betrug nim- 
lich 1/,—1/, der Trockensubstanz des HefepreBsaftes. Bei den 
mit saurer Reaktion gewonnenen frischen Autolysaten und bei 
allen gealterten bot sich uns bisher keine Méglichkeit, die 
EiweiBstoffe fiir dieses Verfahren geniigend unverindert zu 
halten, wahrend sich auf die Fallung durch Bleiacetat, besonders 
mit gealterten Autolysaten, die Isolierungsweise der ILI. Abh. 
griinden lieB. So wie nach dieser aus jungen Neutralautolysaten 
mit Bleiacetat das KiweiB fast ohne Invertin) ausfallt, so geschieht 
es auch bei der Fallung mit Saure. Rhkeeten enthalt der 





1) Biochem. Zs. Bd. 54, 8. 108 (1913). 
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Proteinniederschlag nach einer noch unverdffentlichten Unter- 
suchung von R. Willstitter und W. Grassmann den gréBten 
Teil der Hefeprotease. 

Zur Fallung fanden wir Schwefelsiure und Salzsiure ge- 
eigneter als Oxalsiure. Wenn der Fallungspunkt bei p,, = 3,5—4 
erreicht ist, so wird die Abscheidung durch Zugabe weiterer 
Siuremengen vervollstindigt, die ganz an den Niederschlag 
gebunden werden. Das Invertin leidet infolgedessen gar nicht, 
wie die Versuche der Tab. XI zeigen. 

Beispielsweise wurden 4,8 Liter Autolysat, enthaltend 40 E., 
mit 212 ccm 2n-Schwefelsiure unter tiichtigem Umschiitteln 
versetzt. Der in der Zentrifuge abgetrennte Niederschlag 
enthielt das Kiweif in geschontem Zustand. Es war frei von 
Phosphorsiure. Die Mutterlauge, mit Calciumcarbonat ge- 
schiittelt und filtriert, wies in 4,32 Liter 33,9 E. auf d. i, 85°, 
und sie enthielt ungeachtet der kurzen Autolysendauer eine 
reichliche Menge von EiweiBspaltprodukten, die starke Ninhydrin- 
reaktion gaben. 

Der Saccharasewert des angewandten Autolysates war 
0,00795. Er stieg durch die Beseitigung von HiweiB (aus 
100 com Autolysat 2,21 g d.i. 42°/, des Trockengewichts) auf 
0,0135 und nach Ausfallung von Calciumphosphat und 6 tagiger 
Dialyse auf 0,054 (Zeitwert 18,5). Danach fiel die Millon- 
Probe negativ aus, aber die Hefegummireaktion war kriftig. 


Tabelle XL 
Ausbeute an Invertin bei der Abtrennung von EiweiB. 








Zur Id. filtr. Ausbeute |Wirkliche Ausbeute 


Menge ce nk cr nach Neutralisationjnach Neutralisation 
Nr. | Autol. i 





























S-E, |Schwefel- 
—— siiure g-K, |Proz.vom| g » | Proz.vom 
ecm ang. Inv. ang. Inv. 
i 50 | (0,826 6,25 | 0,823 99 So is 
2] 581 | 4,10 56,2 8,90 95 3,49 17 
3 | 4790 40,0 424 39,4 98 34,1 85 
4 | 8980 | 38,2 291 31,2 94 26,7 81 
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B. Vorreinigung durch Calciumphosphat—Alkohol—Fallung, 


Die Fallung des Rohinvertins durch Alkohol ist auch bei 
dieser abgeinderten Isolierungsweise wichtig, da die von Eiwei8 
befreiten Autolysate alkohollésliche Stoffe enthalten, die auf 
die Kaolinadsozption sehr ungiinstig einwirken. Aber in diesen 
Autolysaten zeigt das Invertin nach der Eiweibfallung groBe 
Empfindlichkeit gegen Alkohol, wahrend es in der Hiweif 
enthaltenden Fiissigkeit, wenn man nur die geeignete Aciditit 
einstellt (Abschn. I, B), durch das HiweiB geschiitzt wird. Der 
Hefegummi hat keine derartige Wirkung. Die Schwierigkeit 
la8t sich tiberwinden, indem man beim Fallen mit Alkohol 
das Invertin in die Form eines Adsorbates bringt, zweckmibig 
mit tertiirem Calciumphosphat, dessen Anwendbarkeit fiir diese 
Adsorption schon in der I. Abh. (S. 84) erwi&hnt ist. Die 
Calcium- und Phosphationen der Lisung reichen an sich schon 
aus, um bei sorgfaltigem Neutralisieren und Versetzen mit 
Alkohol das Invertin mindestens teilweise zu binden. Besser 
setzt man noch Calciumchlorid und Sekundarphosphat hinzu 
und fallt mit Alkohol, der die erforderliche Menge Ammoniak 
enthalt. Dann gibt der Niederschlag auch beim Auswaschen 
kein Invertin ab, erst mit sehr verdiinnter Essigsiure oder 
besser mit Mononatriumphosphat (I. Abh., S. 85) wird das 
Enzym vollkommen freigelegt. 

Kin von Eiwei8 getrenntes Autolysat, 3,7 Liter mit 24,8 E. 
versetzten wir zunichst mit 16g Na,HPO,-12H,O und 14,5¢ 
CaCl,-6H,O; dann nahmen wir die Fallung mit Alkohol in 
3 Anteilen vor, wobei auf jeden 1,33 Liter Alkohol mit 6 ccm 
n/1l-Ammoniak trafen. Die voluminése Fallung- enthielt alles 
Invertin. Es wurde abzentrifugiert, mit Wasser verriihrt und 
vom Waschwasser getrennt, das 1,46 KE. (6°/,) enthielt. Um 
zu eluieren, verrieben wir den Phosphatniederschlag mit 100 ccm 
20°/,igem Mononatriumphosphat, verdiinnten mit 1 Liter Wasser 
und lieBen itiber Nacht stehen. Der Niederschlag wurde grob- 
krystallin, das Filtrat enthielt 19,7 E. Eine Probe von 2,7 E., 
zur Bestimmung des Reinheitsgrades dialysiert und elektro- 
dialysiert, ergab mit einer EnzymeinbuBe von 28°/, einen S.-W. 
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0,188 (Zeitwert 5,3). Die Verdiinnung des Enzyms war haupt- 
sichlich durch den Gehalt an Hefegummi bedingt; das Praparat 
gab auch noch die Ninhydrinreaktion stark. 


C. Einmalige und wiederholte Adsorption durch Kaolin. 
Fir die Adsorption mit Kaolin sind die frischen Autolysate 
nach den beiden Reinigungsvornahmen geeignet. Der Ad- 
sorptionswert ist (Tab. XII) vom Wert 0,007 des Autolysates 
Tabelle XIL 


Adsorption aus frischen Neutralautolysaten mit (salzsiiurebehandeltem) 




















Kaolin. 
El.-Aus- 
Nr.| Vorbehandlung, Versuchsbedingungen a. A.-W. sp il 
ads. Inv. 
1} ohne Vorbehandlung ..... . 14 | 0,007 _— 
2} enteiweiBt . . 10 0,010 -— 
31 fraktion, Autol.; L Fr. 88% d. rae } 
enteiweift . .. 10 0,010 — 
4} fraktion. Autol ; Restfr.: 3 cnteiealllt 11 0,012 
5] enteiweiBt ee site csecanaunans 
rer 80 0,240 58 
6] enteiweibt; kurze Diklyes. ae 36 0,036 — 
7 a nach 12 Tagen Dialyse . 87 0,178 51 
8 elgg. te ee 0,190 54 
9 Daiedibe mit Glykokoll . ...0. 9. 69 0,171 — 
10 ie AD og kd 87 0,166 66 
il s » Phenylalanin ... . 81 0,153 64 
12 7. » Leucylglycin .... 83 0,157 64 
13 = »  Leucylglyeylglycin . . 78 0,150 66 
14 ‘s » HefeeiweiB . . . 44 0,10 81 
15 a ‘ — abs 
gebaut . po girs 35 0,066 - 
16} dasselbe mit Pepton: ex : sean 19 0,036 _ 
17 . » Albumin. . . . . . keine Adsorption — 








aut 0,20 gestiegen. In der 50°/, igen alkoholischen Mutterlauge 
sind nimlich KiweiBspaltungsprodukte zuriickgeblieben, welche 
die Adsorption des Invertins durch Kaolin beeintrachtigten. 
Sie sind dialysierbar. Daher wird auch einfach durch Dialyse 


des enteiweiBten Autolysates eine giinstige Kaolinadsorption 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie, CXLIT. 20 
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ermiglicht (Nr. 6—8 der Tab. XII). Die AuBenflissigkeit des 
Dialysators enthielt starke Ninhydrinreaktion gebende Stoffe, 
durch deren Beimischung zu einer gut adsorbierbaren Invertin- 
lésung der Adsorptionswert herabgedrtickt wurde. Linige 
Aminosiuren und Polypeptide, die wir priften (Nr. 9—13), 
iiben nur geringe Wirkung auf die Adsorption aus. Dagegen 
wurde diese durch Abbauprodukte des HefeeiweiB, dargestellt 
durch Hydrolyse mit Papain, herabgedriickt, stirker als von 
dem nativen Hefeprotein selbst, noch mehr von Pepton aus 
Albumin, am meisten von Albumin selber. In diesen Fallen 
war die Menge der Zusitze gleich dem Trockengewicht der 
Invertinlésung und die Konzentration der zugesetzten Stoffe 
1:1000. Die adsorptionshemmenden Stoffe erhéhen die Be- 
stindigkeit des Invertins im Adsorbat, daher auch die Aus- 
beute in der Elution (von 54 auf 81°/,, vgl. Nr. 8 mit Nr. 14 
der Tabelle). 

Die praparative Aufgabe der Kaolinadsorption nach den 
beiden Vorreinigungen ist haupitsichlich die Abtrennung des 
Hefegummis. Es scheint, daB infolge des geringen Gehaltes 
dieser Invertinlésungen an EiweiSspaltungsprodukten der Hefe- 
gummi zum Teil dem Invertin hartnickiger anhaftet und ihm in 
die Adsorbate und Elutionen folgt. Am giinstigsten ist es, die 
Adsorption bei groBer Verdiinnung und in méglichst saurer 
Lésung vorzunehmen. Wie die Tab. XIII erweist, ist bei sehr 
kurzer Versuchsdauer die Anwendung von n/2-Essigsiure mit 
einer Verdiinnung von 1 E. in 2 Liter ertraglich. 


Tabelle XIII. 
Bestindigkeit des Invertins im gereinigten Neutralautolysat gegen Siure. 








Verd. Dauer | Invertingeh. in 8.-E.| Verlust in 
Nr.| <Aciditit | 18.-E. jder Einw) vor nach | Proz. vom 
in cem | in Min. | der Einwirkung | ang. Inv. 




















1 | n/2-Essigsiiure| 2000 10 0,050 |; 0,0495 1 
Tie —*F 2000 20 0,050 | 0,0465 6 
Sie | 5000 20 0,050 | 0,0485 3 
4inie- ©, 5000 20 0,050 | 0,0428 14 
oe ty he 5000 20 | 0,050 | 0,0290 42 
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Einige Beispiele fiir die Adsorption unter diesen Be- 
dingungen gibt die Tab. XIV wieder. Bei giinstigen Adsorptions- 
werten sind die Enzymverluste an Kaolin, auch an salzsiure- 
behandeltem, bedeutend, der Reinigungseffekt, der sich im 
Saccharasewert ausdriickt, durch Zerstérung des Enzyms daher 
teilweise kompensiert. Die Saccharase ist schon arm an Schutz- 
stoffen, der Hefegummi schiitzt wenig. 


Tabelle XIV. 


Einmalige Adsorption mit salzsiurebehandeltem Kaolin. 














3 Verd. sont aor 
ae Ang. } Ads.- ausbeute -W. 
Nrj Aciditit 1 E, A.-W. Pr ; 
-E oz. vom 
in com | SE. | Grad page tn Priparat 
1 | n/2-Essigsiure 300 0,150 | 59 | 0,147 62 “= 
2}n/10- _,, 2000 10,150] 76 | 0,190] 65 — 
tia , 2000 | 0,150} 80 | 0,24 87 ane 
4int =, 5000 | 0,150] 80 | 0,24 58 ns 
Sink  ,, 2000 | 4,00 | 96 | 0,23 48 0,91 
srs 5000 | 2,00 | 97 | 0,25 53 1,12 























Die beiden Praparate Nr. 5 und 6 der Tab. XIV vom 
Saccharasewert 0,91 und 1,12 diirften nach den .beobachteten 
Saccharaseverlusten Gehalte von mindestens 45°/, an inakti- 
viertem Enzym haben. Die Inaktivierung am Kaolin war noch 
weitergehend, als wir natiirliches Kaolin (Zettlitz) statt des 
salzsiurebehandelten anwandten. In den 2 Beispielen der 
Tab. XV wurde das Invertin aus gereinigtem Autolysat durch 
2malige Adsorption mit unvorbehandeltem Kaolin bei raschester 
Versuchsausfiihrung (Charge von 4—5 Liter, Verweilen des 
Invertins in SAéure wihrend héchstens 5 Min.) und Elution mit 
sehr verdiinntem Ammoniak isoliert. Dabei ist es gelungen 
den Gehalt an Hefegummi bis auf eine Spur herabzudriicken, 
wihrend gleichzeitig die Ninhydrinreaktion ganz zum Ver- 
schwinden kam; die Millon-Probe fiel negativy aus. Die 
enzymatische Wirksamkeit ist aber sehr ungiinstig geworden: 
S.-W. 0,16 und 0,21 (Zeitwert 6,20 und 4,74). Das zerstérte 
Invertin ist also vom aktiven nicht getrennt worden. Nach 
dem MaBe der Enzymzerstérung am Kaolin (jedesmal */,—°/,) 

20* 
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berechnet sich, da8 die Priiparate, wenn die Adsorptionen ohne 
Verlust vor sich gegangen waren, wahrscheinlich S.-W. 3,33 
und 4,0 (Zeitwert 0,80 und 0,25) gehabt hiatten. Der Gehalt 
dieser beiden Praparate (1b und 2b) an Saccharase z. B. vom 
Zeitwert 0,2 wird daher ungefihr 80 und 67°/, betragen. 
Wahrend nach einer Kaolinreinigung die Priparate Nr. 5 
und 6 der Tab. XIV noch einen geringen Tryptophangehalt 
aufwiesen, war das Priparat 1b der Tab. XV von Tryptophan frei. 


Tabelle XV. 


Zweimalige Adsorption durch natiirliches Kaolin. 
(Adsorption aus n/2-Essigsiure.) 














Verd. Elutions-/ ‘| Menge] S.-W. 
Nr} 18-E | AM | Ale baw, Seen el Prip. des 

in cem | SE | Grad ae deans verlust] g Prip. 
la| 2000 | 4,00 | 98 | 0,255] 32,5 ~ — — 
b{ 5000 | 1,17 | 95 | 0,286] 21,4 0 | 0,227] 0,21 
2a} 2000 | 9,70 | 98 | 0,245] 22,2 -- ~ — 
b} 5000 | 212 | 70 | 0,149] 37,8 21 | 0,485 | 0,16 


























Ili, Invertin aus gealterten Autolysaten. 
(Tryptophanhaltiges und tryptophanfreies Invertin.) 


Zum Vergleich mit den neuen Invertinpraparaten aus 
sehr rasch bereiteten, frischen Hefeausztigen sollen einige 
Darstellungen aus lange gealterten Autolysaten herangezogen 
werden. 

A. Ein Priparat von R. Willstatter and F. Racke war 
durch Vorreinigung mit Kaolin in acetonhaltiger Lésung und 
durch aufeinanderfolgende Adsorption mit Tonerde und Kaolin 
_ gereinigt. Von den in der J. Abh. beschriebenen analogen 
Priparaten unterschied es sich dadurch, daB die Vorbehandlung 
mit Kaolin in Aceton weitergehend war. Sie hat 48 Stunden 
gedauert und zur Abnahme des Invertingehalts der Lésung 
um 37°/, gefiihrt. Diese Abanderung des Verfahrens war in 
doppelter Beziehung von groBem HinfluB. Das Priparat war 
viel weniger bestandig als andere. Jede der sonst mit guter 
Ausbeute verlaufenden Vornahmen war in diesem Falle mit 
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groBem Verlust verbunden, z. B. betrug bei der Elution aus 
dem Kaolin die Ausbeute nur 20°/,. Infolgedessen besaB das 
Enzym nach der Dialyse und dem Abdampfen zur Trockne 
beim Wiederauflésen nur den Zeitwert 5,3. Es laBt sich nach 
den genauen Aufzeichnungen schiatzen, da8 ohne die ungewéhn- 
lichen Verluste durch Inaktivierung ein normaler Zeitwert 
von 0,7 gefunden worden wire. Die linger dauernde Behand- 
lung mit Kaolin hatte eine Verarmung an schiitzenden Begleit- 
stoffen zur Folge. Wie sonst bei der Adsorption durch Kaolin 
der tryptophanhaltige Begleitstoff in das Adsorbat tibergeht, 
so ist er in diesem Falle durch die Voradsorption entfernt 
worden. J)as Priparat enthalt kein Tryptophan. Es gibt auch 
keine Millon-Reaktion; es ist in der Tat eiweiBfrei. 

B. Ein Praparat von R. Willstatter, J. Graser und 
R. Kuhn (Abh. III, Tab. VII, Prap.n,; Zeitwert 0,636) war 
durch volistindige Ausfallung mit Bleiacetat, Tonerdeadsorption 
aus der Elution und durch wiederholte Fraktionierung mit 
Hilfe von Bleiacetat gewonnen. Entscheidend fir die Natur 
des Priparats ist, daB es aus gealtertem Neutralautolysat 
stammt, also aus anfangs eiweiBreichem, proteolytisch stark 
abgebautem Material. Es scheint, daB das Enzym sehr viel 
EiweiBspaltungsprodukte mitfiihrte, und daB keine wirksame 
Fraktionierung erreicht wurde. Das Praparat gibt, schwache 
Millon-Probe und ist tryptophanreich. i 

C. Die Vorgeschichte, Isolierung aus gealtertem Neutral- 
autolysat, war auch fiir ein weiteres Praparat, ein tryptophan- 
reiches, bestimmend. Es war durch Alkoholfallung vorgereinigt, 
dann durch Kaolinadsorption und zweimalige Adsorption an 
Tonerde gereinigt worden. Die erreichten Adsorptionswerte 
des Aluminiumhydroxyds in n/1000-essigsaurer Lésung waren 
72 beim ersten, 135 beim zweiten Male. SchlieBlich trat bei 
viertigiger Dialyse eine Aktivitatsabnahme um 20°/, ein; der 
S.-W. betrug daher nur 3,57 (Zeitwert 0,28). 

D. Ein nach dem Verfahren der V. Abh., Abschn. D, 
S. 215, aus gealtertem, saurem Autolysat ohne Vorreinigung 
durch Kaolin-, dann durch Tonerdeadsorption bei sehr grofer 
Verdinnung gewonnenes Priparat vom S.-W. 2,70 (Zeitwert 0,37) 
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gab starke Millon-Reaktion und enthielt ziemlich viel Tryp-— 
tophan (3,7°/,). : 

EK. Ein genau gleichartiges Priparat ist unter dankens- 
werter Mitwirkung des Herrn Dr. W. Wassermann mit Blei- 
acetat zu gutem Saccharasewert (4,16 bzw. 4,85, in allen 
Proben nach EKindampfen und Dialyse direkt bestimmt) weiter 
gereinigt worden. Hs ist in diesem Falle gelungen, das nach 
der Tonerdeadsorption noch beigemischte Tryptophanderivat 
volistindig zu beseitigen. Zugleich schwichte sich die Millon- 
Reaktion ab. Das Verfahren ist in der Tabelle XVI dar- 


Tabelle XVI 
Reinigung von Invertin aus gealtertem, saurem Autolysat mit Bleiacetat. 





21 Liter 10 Monate altes Autolysat mit 88,4 E. 
Ads. m. 81,5 g Kaolin, el. mit Amm.: 18,7 E. 
Ads. 66E. durch 8,8g TonerdeB; el. m. Amm.: 48,8 E. 
Mit 1 g Bleiacetat gefillt; Fillung verworfen. 
Restlésung mit H,S entbleit. 


Filtrat vom a 17,1 E.; PbS-Naschi mn. Phosph. u. Amm. 
S.-W. 4,16. el, 7,61 E. 
Mit bas. Bleiacetat gefallt. Nach Dial. unter Einbube 
a S.-W. 4,16. 
Restlés. 2,1 E. ye Prip. a. 
Mit EinbuBe der halben " 4 
Wirksamkeit Fallung m. Phosph. u. Amm. el, 10,8 E. 
dial. u. el. dial. Nach Dial. m. Verl. 
S.-W. 2,23. S.-W. 4,35. 
Priip. y. Prip. £. 


gestellt. Beim erstmaligen Fallen mit Bleiacetat wurde der 
Niederschlag verworfen, die Restlésung (nach Adsorption an 
Bleisulfid und Elution Prap. «) wurde abermals und zwar mit 
Bleiessig gefallt und vergleichsweise die neue Restlisung 
(Prap. y) sowie die Elution aus der Bleifallung (Prap. /) 
untersucht. | 


IV. Tryptophangehalt und Stickstoffgehalt der 
Invertinpriparate, 


In der fiinften Arbeit wurde Invertin nach eign Grade 
der Millon-Reaktion fraktioniert. Der Vergleich der Priparate 
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ergab, daB einige die Millon-Reaktion so stark wie Hihner- 
eiweiB, andere 100—200 mal schwicher und andere gar nicht 
zeigen. Zu demselben Unterschiede fiihrt nun der Vergleich 
der Tryptophangehalte. t 
H. v. Euler und K. Josephson?) haben vor kurzem die 
wichtige Angabe verdffentlicht, daB die Saccharase sich durch 
einen auffallend hohen Gehalt an Tryptophan auszeichne. 
Finf Stockholmer Priparate des Enzyms von Jf 225—245 
(Zeitwert 0,27—-0,24) enthalten annihernd iibereinstimmend 
4,983—5,58°/, Tryptophan. Unsere Praparate, deren Analyse 
wir im folgenden verzeichnen, sind nun mit der Absicht ver- 
glichen und zum Teil schon mit der Absicht dargestellt, das 
Wesentliche und das Nebensiachliche der Zusammensetzung an 
Praparaten von ungleicher Vorgeschichte zu unterscheiden. 
Ohne die Frage zu priifen, ob die zur Bestimmung an- 
gewandte Farbreaktion ausschlieBlich vom Tryptophan bedingt 
wird, sind wir, um einen genauen Vergleich mit den Ergeb- 
nissen unserer Stockholmer Kollegen zu erméglichen, genau 
der von ihnen angewandten Methode gefolgt. Der Tryptophan- 
gehalt wurde also unter Anwendung von reinem Tryptophan 
als Vergleichsmaterial nach der von O.v. Fiirth und E. Nobel?) 
und O. v. Fiirth und F. Lieben®*) quantitativ ausgearbeiteten *) 
Reaktion von E. Voisenet (mit Formaldehyd, Nitrit und 
Salzsiure) im Colorimeter von K. Biirker®) bestimmt. Die 
Zahlen sind in der Tabelle XVII zusammen mit den Stickstoff- 
gehalten (vgl. Tab. XVIII) der wichtigsten Priparate verzeichnet. 
Die Praiparate der vollkommensten Reinigung mittels der 
Tonerdeadsorption (Nr. 2, 3 und 5 der Tab. XVII) erreichen 
bei Zeitwerten von 0,15—0,23 die héchsten Tryptophangehalte, 
nimlich 8,8—9,4°/,. Priparate aus den nimlichen Autolysaten, 





1) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 859 (1924). 

*) Biochem. Zs. Bd. 109 8. 103 (1920). 

'%) Biochem. Zs. Bd. 109 8, 124 (1920). 

*) Vgl. auch O. v. Fiirth und Z. Dische, Biochem, Zs. Bd. 146, 
S. 275 (1924). 

5) Bull. Soc. Chim. Bd. 38, 8, 1198 (1905). 

*) Pfltigers Arch. f. ges. Physiol. Bd. 208, S. 274 (1924). 
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804 Richard Wiilstatter und Karl Schneider, 


die abweichend von der ersten Gruppe unter méglichst frih- 
zeitiger Abtrennung der Hefeproteine gewonnen wurden und 
sich durch Unbestindigkeit am Kaolin auszeichneten, daher 
auch nicht zu hohen Aktivititswerten gebracht wurden, haben 
weniger als 1°/, Tryptophan (Nr. 13 und 14 der Tab. XVII), 
nach wiederholter Kaolinadsorption gar keines mehr (Nr. 15 
der Tab. XVID. 

Entscheidend sind endlich Praparate aus gealterten Auto- 
lysaten. Kin Praparat von R. Willstatter und F. Racke 
(Nr. 9 der Tab. XVII) ist frei von Tryptophan und gibt keine 
Millon-Reaktion. Es stammt von den Versuchen, die zu der 
SchluBfolgerung gefihrt hatten, daB Invertin eiweiBfrei erhalten 
worden ist. Ein Praparat, durch Kaolin und Tonerde nach der 
einfachsten bei uns tiblichen Methode (Adsorption aus sehr ver- 
diinnter Lésung) gereinigt, weist 3,7°/, Tryptophan auf (Nr. 8 der 
Tab. XVII). SchlieBt sich eine weitere Reinigung mit Bleiacetat 
an (Nr. 10, 11 und 12 der Tab. XVID), bei der die Aktivitat er- 
halten blieb, so wurde dabei das gesamte Tryptophan abgetrennt. 

Was die Stickstoffgehalte betrifft*), so hatten die Bestim- 
mungen verschiedener Invertinpraparate in der V. Abhandlung, 
die bei Zeitwerten von 0,25—0,37 zwischen 10,24 und 5,41 
schwankten, zu der SchluBfolgerung gefiihrt: ,,Die von 
H. v. Euler und K. Josephson aufgeworfene Frage, ob 
zwischen dem Stickstoffgehalt und der Inversionsfihigkeit 
Proportionalitat besteht, ist zu verneinen“. Gegen diese Kritik 
hat K. Josephson*) einen durchaus berechtigten’) Einwand 
erhoben. Wenn die analysierten Invertinpriparate in sehr 
verschiedenem MaBe Inaktivierung erlitten haben, so bekommen 
die nach H.v. Euler und K. Josephson berechneten Quo- 





1) Siehe dazu H. v. Euler u. K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, 
S. 446 u. 1097 (1928); Bd. 57, S, 299 u. 859 (1924). 

2) Diese Zs. Bd. 186, S. 224 (1924). | 

*) In den Einzelheiten der Berechnung stimmen wir mit K. Jo- 
sephson nicht tiberein. Die Verluste bei der Elution aus Tonerde- 
adsorbat beispielsweise beruhen gewi8 nicht auf Enzymzerstérung, 
sondern es sind Anteile des Enzyms in den Adsorbaten zuriickgelassen 
worden. 
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tienten — a mee Ausschlige. Allein es 1aBt sich schon 


an dem Material der V. Abhandlung, noch einfacher und deut- 
licher an den in der Tabelle XIX (S. 47) angefitihrten Pri- 
paraten dartun, da8 eine Proportionalitét zwischen Saccharase- 
wirksamkeit und Stickstoffgehalt wirklich gar nicht besteht. 
Vergleichen wir die Praparate C und D des Abschnitts I; 
das erstere hat gréBere, das letztere kleinere Aktivitatsabnahme 
im Laufe der Reinigung erlitten. Dennoch betrigt der Quo- 


If ; " 
tient Stickstofigehalt bei C 27,8 und bei D 44,0. Waren die 


Praparate unter gleichen Aktivitatsverlusten gereinigt, so wiirde 
der Quotient noch viel mehr differieren. Das Praparat @ der 
Tabelle XVI, das abnliche AktivitatseinbuBen wie C gehabt hat, 
ergibt den Quotienten 52,8, also fast das Doppelte wie C. 
Die gefundenen Stickstoffgehalte der Invertinpraparate 
von den Reinheitsgraden 8.-W. 6,67—4,0 sind durch willkiir- 
liche und wechselnde Assoziationen mit Stickstoff enthaltenden 
Fremdstoffen beeinfluBt. 




























Wher die Konstitution von Proteinkérpern. 
Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8 ) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 1924.) 


ee 





R. O. Herzog hat in dieser Zs. Bd. 141, S. 158 (1924), Stellung 
zu den aus dem hiesigen Institut in den letzten Jahren hervorgegangenen 
Arbeiten, die sich mit dem Aufbau der Proteine beschiftigen, genommen. 
Das, was er zum Ausdruck bringt, 148t sich kurz, wie folgt, wieder- 
geben: An der Idee, daB im Eiwei8 einfachere Komplexe auf irgendeine 
Art zusammengefiigt seien, komme mir nicht der geriogste Anteil zu. 
Die Anwesenheit von Diketopiperazinen im Eiwei8 soll sich auf den 
positiven Ausfall einer Farbreaktion stiitzen (Pikrinsiurereaktion), die 
jedoch, wie M. Bergmann bewiesen habe, nicht spezifisch fir solche 
Gruppen sei. Endlich soll ich auf Grund einer im Jahre 1923 von 
R. O. Herzog in der Chemikerzeitung erschienenen Mitteilung iber 
einen von ihm gehaltenen Vortrag begonnen haben, tiber das Vorkommen 
von Diketopiperazinen im Eiwei8 zu verdffentlichen. R. O. Herzog 
sagt wortlich: ,,.Der oben erwihnte Vortrag ist in der Chemikerzeitung 
vom 6. Januar 1928 (Bd. 47, S. 21) referiert; am 22. Februar (diese Zs. 
Bd. 127, 8. 288), also 6 Wochen spiiter, beginnen die Mitteilungen A.s 
iiber das Vorkommen von Diketopiperazinen im Eiwei8.“ 

An und fir sich ist es vollkommen iiberfliissig, zu diesen mehr als 
merkwiirdigen Behauptungen Stellung zu nehmen. Den Lesern dieser 
Zeitschrift sind ja die einschligigen Arbeiten bekannt, und jeder Forscher 
kann sich ein eigenes Urteil bilden. Da jedoch auch M. Bergmann 
in den Naturwissenschaften, 12. Jahrgang, 8. 1155, 1924, eine Darstellung 
meines Anteiles an der Erforschung der Struktur des EiweiBes gegeben 
hat, die ein ganz falsches Bild erwecken muB, so sehe ich mich gendtigt, 
Herrn R. O, Herzogs Mitteilung entgegenzutreten. 

1, R. O. Herzog beruft sich in erster Linie auf die Arbeit von 
R. Brill (Liebigs Annalen, Bd. 484, 8. 204, 1928). Brill hat Réntgen- 
diagramme von Seidenfibroin ausgewertet. Er kommt zu keinen fest- 
stehenden Ergebnissen in bezug auf die Anordnung und Bindungsweise 
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der Bausteine im EiweiSmolekiil und speziell im Seidenfibroin. Er laB8t 
ausdriicklich verschiedene Méglichkeiten offen. Er gibt ausdriicklich 
an, da8 das Diagramm des razemischen Alanyl-glycinanhydrids dem 
des Seidenkrystalls zwar sehr Shnlich, jedoch mit ihm nicht véllig iden- 
tisch sei. Es ist nun yon héchstem Interesse, da&S Herr Brill 8. 215 
der genannten Arbeit folgendes mitteilt: ,Es bleibt nun nur noch idbrig, 
dieses Ergebnis mit dem Resultat der Hydrolyse zu vereinbaren. Durch 
partielle Hydrolyse wurden aus dem Seidenfibroin folgende Polypeptide 
isoliert: d-Alany]-glycinanhydrid, d-Alanyl-glycin, Glycyl-l-tyrosin, Glycyl- 
l-tyrosinanhydrid, d-Alanyl-glycyl-l-tyrosin, Tetrapeptid (2 Glykokoll + 
1 Alanin + 1 Tyrosin). In relatiy weitaus gréBten Mengen (12 und 
8°/,) wurde das d-Alanyl-glycinanhydrid und d-Alanyl-glycin gefunden. 
Das d-Alanyl-glycinanhydrid ist das einzige Polypeptid, von dem nach- 
gewiesen ist, daB es sich nicht bei der Hydrolyse sekundar gebildet 
hat.“ Als Autoren fiir die oben erwihnten Befunde sind ausschlieBlich 
angegeben: Emil Fischer und Emil Abderhalden und ferner Emil 
Abderhalden allein! Aus dieser Darstellung geht mit aller Deutlich- 
keit hervor, da8 der Schiiler von R. O. Herzog, Herr Brill, seine ganzen 
Ansichten iiber die Struktur des Seidenfibroins auf Befunden aufbaut, 
die alle mit Emil Fischers und meinem Namen verkniipft sind, und 
nun soll ich 6 Wochen nach dem Erscheinen einer Mitteilung von 
R. O. Herzog, die mir tibrigens auch heute noch unbekannt ist, be- 
gonnen haben, Mitteilungen itiber das Vorkommen von Diketopiperazinen 
im EiweiB zu veréffentlichen! ') 

Es kénnte nun ein Mibverstindnis insofern vorliegen, als 
R. O. Herzog vielleicht sagen will, ich hatte bis dahin zwar in groBer 
Zahl aus verschiedenen Eiwei8kérpern Diketopiperazine und Polypeptide 
isoliert, jedoch nicht zum Ausdruck gebracht, da8 soleche Verbindungen 
im EiweiB8 vorhanden sein kénnten. Dazu ist zn bemerken, da8 ich im 
Jahre 1907 (diese Zs. Bd. 53, S. 19) gemeinsam mit Kasimir Funk 
tiber Isolierung von Diketopiperazinen aus Eiwei8 berichtet habe. Dort 
ist auch die Frage diskutiert, ob die erhobenen Befunde dafir sprechen, 
da8 im EiweiBmolekiil Diketopiperazinringe vorkommen. Es steht dort 
S. 22: ,,.Wir miissen jedoch auch mit der Méglichkeit rechnen, daB der- 
artige Anhydride (im Eiwei8) vorgebildet vorhanden sind.“ Zu der 
vorsichtigen Stellungnahme niétigte die Tatsache, da8 au8erordentlich 
leicht sekundir Diketopiperazine entstehen kénnen. Da8 jedoch das 
Eiwei8 nicht nur aus Polypeptidketten bestehen kann und namentlich 





1) Vgl. hierzu die recht umfangreiche Literatur tiber den Befund von 
Polypeptiden und Anhydriden unter den Abbauprodukten von Portionen 
(1906 bis Neuzeit, erster Befund von Levene und Mitarbeiter) bei 
Emil Abderhalden, Handbuch der Biochemie. 2. Aufl. Bd. I. 8. 596 
(1924), 7 
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Oxysiiuren, Diaminostiuren und Dicarbonsiiuren groBe Mannigfaltigkeit 
in den Bau von Proteinen hineinbringen diirften, ist in jeder Auflage 
meines Lehrbuches der physiologischen Chemie hervorgehoben. Daf 
eine groBe Vorsicht in der Deutung der Auffindung von Diketopiper- 
azinen angebracht ist, geht aus den Beobachtungen Emil Fischers 
und seiner Schiiler, sowie aus denen von Brig] und denen von Komm 
und mir deutlich hervor. Besonders die von den letzteren Autoren an- 
gewandten Versuchsbedingungen haben ergeben, wie vorsichtig man in 
dieser Richtung sein muB. , 

Wie aus meinen Veréffentlichungen hervorgeht, befasse ich mich 
seit bald 25 Jahren mit Fragen der EiweiBchemie. Selbstverstindlich be- 
schiiftigte mich ebenso, wie jeden Forscher auf diesem Gebiete, die 
Frage der Méglichkeit einer Vereinfachung der ganzen Vorstellungen 
iiber die feinere Struktur der Proteine. Bereits A. Kossel hat die 
Ansicht vertreten, daB im Eiwei8 bestimmte Kerne vorhanden seien. 
Er dachte unzweifelhaft auch an einfachere Komplexe bestimmter Art. 
Nachdem nun durch die Arbeiten von Hans Pringsheim, Karrer, 
K. Hess u. A. groSe Fortschritte in der Auffassung der Struktur von 
Polysacchariden erzielt worden waren, habe ich in meiner Vorlesung stets 
auf die Méglichkeit einer analogen Struktur des Eiwei8es hingewiesen. 
Ich gebe in meiner Zusammenfassung in den Naturwissenschaften, Jahr- 
gang 12, 8.719 (1924) mit aller Deutlichkeit an, woher mir die Anregung 
zu der dort entwickelten Anschauung tiber die Konstitution des Fiweib- 
molekiils gekommen ist. Ich gehe wohl kaum fehl, wenn ich der An- 
sicht Ausdruck gebe, da8 auch Herr R. O. Herzog eine ihnliche Parallele 
gezogen hat. Ich habe niemals‘den Anschein zu erwecken gesucht, als 
wiirde die betreffende Ansicht, die ich nur als Arbeitshypothese be- 
trachte, originell sein. R,O. Herzog nennt andere Autoren, die bereits 
eine fhnliche Anschauung zam Ausdruck gebracht haben, Mir war 
unbekannt, da8 K. Hess selbst schon seine Ideen, die er speziell fir die 
Struktur der Zellulose entwickelt hat, auf Eiwei8 tibertragen hat. Ebenso 
unbekannt sind mir die Arbeiten von E. Stiasny. Die Zeitschriften, 
in denen die genannten Autoren ihre Anschauung entwickelt haben, 
sind mir nicht zugiinglich., : : 

Es hat nun R. O. Herzog ein Recht darauf, von mir zu verlangen, 
daB ich erwihne, daB er in einer gemeinsam mit M. Kobel [diese Zs. 
Bd. 134, S. 299 (1928)] veréffentlichten Arbeit in einer Anmerkung zum 
Ausdruck gebracht hat: ,,Verschiedene Griinde sprechen dafiir, daB es 
sich (beim Seidenfibroin) um ein Polymerisationsprodukt eines Dipep- 
tides (aus Glykokoll + Alanin) oder seines Anhydrids handelt.‘ ,,Daf 
die Bausteine der Proteine durch Nebenvalenzen zusammengefiigt sein 
_kénnen, haben zum Beispiel R. O. Herzog (EiweiBstoffe in Ullmann usw.), 
ferner K. Hess [Zs. fiir Elektrochemie Bd. 26, S. 232 (1920)} bemerkt.‘ 
Mir war diese Stelle leider entgangen. Ich hiitte sie sonst selbst- 





Uber die Konstitution von Proteinkérpern. 309 


verstindlich zitiert. Eine tiberragende Bedeutung kann ich der bloBen 
Idee einer méglichen chemischen Konstitution nicht zuerkeunen. Das 
Wesentliche ist und bleibt der Beweis des Vorkommens 
von Diketopiperazinen oder anderen Ringsystemen im Ei- 
weib, 


Meine Bemiihungen, das Vorkommen von "Diketopiperazinen im - 
Eiwei8 direkt zu erweisen, liegen schon weit zuriick. Es waren ganz 
auBSerordentlich viele MiSerfolge zu verzeichnen. Es galt, Reaktionen 
ausfindig zu machen, die fiir bestimmte Strukturen eindeutig und charak- 
teristisch sind. Es muSten eine groBe Zahl von Polypeptiden und vor 
allen Dingen Dipeptiden nebst den zugehérigen Diketopiperazinen syn- 
thetisch und zum Teil analytisch bereitet und dann vergleichenden 
Untersuchungen unterworfen werden. Jedermann, der auf dem Gebiete 
der EiweiBchemie gearbeitet hat, wei8, wieviel Zeit derartige Arbeiten 
in Anspruch nehmen. Ich darf auch zum Ausdruck bringen, daB wohl 
kaum ein anderes Gebiet so viele Enttiuschungen bereitet, wie insbesondere 
die Verfolgung des Abbaus von Proteinen. Immer wieder glaubt man, 
einheitliche Verbindungen in Hiinden zu haben; sie erweisen sich schlie- 
lich sehr oft als Gemische bzw. bekannte Verbindungen. Die erste Mit- 
teilung auf dem erwihnten Forschungsgebiete findet sich in dieser Zs. 
Bd. 182, S. 288 (1923). In dieser Arbeit ist der Arbeitsplan entwickelt. 
Es konnte beim Abbau von Seidenpepton mit ziemlicher Sicherheit 
Methylpiperazin nachgewiesen werden. Die weiteren in dieser Zeit- 
schrift erschienenen Arbeiten darf ich wohl als bekannt voraussetzen. 
Einerseits wurden Dipeptide und auch héhere Polypeptidketten redu- 
ziert und vergleichweise entsprechende Diketopiperazine unter genau 
den gleichen Bedingungen in der gleichen Weise behandelt. Ferner 
sind entsprechende Versuche mit dem Ziel, Oxydationen herbeizufiihren, 
durehgefihrt worden, Endlich wurden die Versuche weiter fortgesetzt, 
aus Eiwei8 durch stufenweisen Abbau zu Produkten mit bekannter 
Struktur zu gelangen, in denen mehr als eine Aminosiure gebunden 
ist. Dabei sind Anhydride mit zwei und drei Bausteinen erhalten 
worden. Ich erfreute mich bei diesen Untersuchungen der Mitarbeit 
der Herren Ernst Komm, Ernst Schwab und Emil Klarmann. 
Erst nachdem diese Vorarbeit durechgefiihrt war, wurden Versuche zur 
Gewinnung entsprechender Produkte aus Eiwei8 und Peptonen durch- 
gefiihrt, wobei die Reduktion und Oxydation in entsprechender Weise 
vorgenommen wurde. Diese Versuche hatten einen vollen Erfolg. Es 
konnte gezeigt werden, da8 Polypeptide bei der Reduktion keine Piper- 
azine liefern, vielmehr werden sie in ganz charakteristischer Weise 
unter Bildung von Aminen und anderen Verbindungen verwandelt. 
Piperazine lieBen sich nur aus Diketopiperazinen gewinnen. Hierzu 
ist zu bemerken, daB auch tautomere Formen in Frage kommen, soweit 
diese unter den angewandten Bedingungen eventuell tiber Zwischenstufen 
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bzw. unter Umlagerungen Piperazine ergeben kénnen. Bei der Oxydation 
von Diketopiperazinen wurde Oxamid gefunden. Diese Versuche sind fort- 
gesetzt worden. Ihre Ergebnisse liefern unter gewissen Einschriinkungen 
ebenfalls einen Beweis fiir das Vorkommen von Diketopiperazinen und 
ihnlichen Verbindungen im Eiweif. 

Sollten die weiteren Forschungen ergeben, daB der Beweis des 
Vorkommens von Diketopiperazinen bzw. Anhydriden R. 0. Herzog 
und seiner Schule auf einem ganz anderen Wege als dem von mir ein- 
geschlagenen wirklich eindeutig gelungen ist, dann wiire das eine sehr 
erfreuliche Tatsache. Ich bin nicht tiberzeugt davon, daB die von ihm 
bis jetzt verdffentlichten Untersuchungsergebnisse den SchluB gestatten, 
da8 im Seidenfibroin Komplexe von Alanylglycinanhydridgruppen vor- 
handen sind. Die von R. O. Herzog und M. Kobel (diese Zs. Bd. 134, 
S. 296, 1928) mitgeteilten Molekulargewichtsbestimmungen sind auBer- 
ordentlich befremdlich. Selbst wenn man der Tatsache aus dem Wege 
geht, daB im Seidenfibroin iiber 10°/, Tyrosin enthalten sind, und ganz 
sicher Glycyl-tyrosinanhydrid aus Seidenfibroin darstellbar ist, so bleibt 
es verwunderlich, da8 aus Seidenfibroin Substanzen ausziehbar sein 
sollen, die ganz auffallend niedrige Molekulargewichte (200—380) auf- 
weisen sollen. Auf Seite 299 der genannten Zeitschrift findet sich zum 
Beispiel der folgende Satz: ,,Das Molekulargewicht des nach 1 gereinigten 
Seidenfibroins in Resorcin ist etwa 200. Kurz vorher wird bemerkt: 
»Die krystallinische Substanz im Seidenfibroin ist also gewiB weder 
ein monomolekulares Dipeptid, noch ein solches Diketopiperazin aus 
Glycin und Alanin, wie auch aus dem Réntgendiagramm geschlossen 
werden kann.‘ Ich mu8 offen gestehen, da8 ich hier vor einem groBen 
Riitsel stehe. Alanin hat ein Molekulargewicht von 89 und Glykokoll 
von 75. Dem Tyrosin kommt das Molekulargewicht 181 zu. Wie sollen 
sich diese Zahlen mit einem Molekulargewicht von 200 einer komplexen 
Substanz vertragen? 


R. O. Herzog hat einen Weg zur Erforschung der Struktur des 
Seidenfibroins eingeschlagen, der ohne Zweifel auBerordentlich inter- 
essant ist und nur an wenigen Stellen, an denen die notwendige Appa- 
ratur vorhanden ist, verfolgt werden kann. Den weiteren Ergebnissen 
seiner Forschungen wird man mit groSer Spannung entgegensehen. Ich 
’ lasse mich sehr gerne eines anderen belehren und wiirde mich freuen, 
wenn es sich herausstellen wiirde, daB seine mir als sehr liickenhaft 
und vorliufig auf schwachen Fi8en stehend erscheinenden Ergebnisse 
doch so gut fundiert wiren, da8 von ihnen aus viel rascher, als mit 
den schwerfilligen chemischen Methoden, ein Einblick in die Struktur 
der Proteine erhalten werden kénnte. Ich habe seinerzeit Herm 
R. O. Herzog d-Alanyl-glycinanhydrid aus Seidenfibroin zu seinen Ver- 
suchen zur Verfiigung gestellt und werde stets bereit sein, ihm Material, 
das ihm fiir seine speziellen Studien geeignet erscheint, zu liefern. Es 
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wird dadarch die Forschung viel besser geférdert, als durch wenig 
fruchtbare Auseinandersetzungen. 

Ich komme nun zum wesentlichsten Punkt. War ich berechtigt, 
von einem Wendepurkt in der EiweiBchemie zu sprechen, nachdem 
miitheyolle, viele Jahre umfassende, zielbewuBte Untersuchungen endlich 
den Erfolg hatten, da8 neben der Isolierung von Diketopiperazinen und 
Polypeptiden aus Eiwei8 durch Reduktion und Oxydation Verbindungen 
gewonnen werden konnten, die das Vorkommen von Ringsystemen im 
Protein wohl tiber jeden Zweifel sicherstellen? Ich will keine Stellung 
zu dieser Frage nehmen und nur darauf hinweisen, da8 ich der Unter- 
suchungen von Troensegaard, von Karrer und seiner Schule stets 
gedacht habe und, wie aus meinen Arbeiten und der Zusammenfassung 
wohl klar hervorgeht, mir wohl bewu8t bin, welch groBe Bedeutung vor 
allen Dingen die synthetischen Versuche von Karrer (und neuerdings 
von Bergmann) fiir die Aufkiirung der Eiweifstruktur haben. Er- 
waihnen méchte ich noch, da8 die mehrfach erwihnte Zusammenfassung 
einen Uberblick tiber die in der letzten Zeit mit den mir in so dankens- 
werter Weise von der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung der 
Wissenschaften tibergebenen Mittel ausgefiihrten Arbeiten geben sollte. 
Naturgemi8 sind dabei die im hiesigen Institut ausgefiihrten Arbeiten 
und Untersuchungen in erster Linie besprochen. 


Weder R. O. Herzog noch Bergmann nehmen Notiz von den 
ganzen Versuchen iiber Reduktion und Oxydation und dem ganzen im 
hiesigen Institut in Angriff genommenen und zum Teil schon mit Erfolg 
durehgefiihrten Arbeitsplan. Es wird der Anschein erweckt, als hiitte 
ich auf Diketopiperazine an Hand der Pikrinséurereaktion geschlossen. 
Nun ist in der Arbeit von Ernst Komm und mir (diese Zs. Bd. 139, 
S. 181, 1924) ausdriicklich erwihnt, daB die Pikrinsiurereaktion von 
Jaffé zum Nachweis von Kreatinin (gewiB keinem Diketopiperazin!) 
angewandt worden ist. Diese Methode ist jedem Mediziner geliufig. 
Sasaki hat das Anwendungsgebiet der Pikrinsiurereaktion erweitert, 
jedoch zum Ausdruck gebracht, da8 nur Glycin als Komponente ent- 
haltende Anhydride eine positive Reaktion ergeben sollten. Wir konnten 
zeigen, daB auch Diketopiperazine, an deren Aufbau Glykokoll nicht 
beteiligt ist, eine positive Pikrinsiurereaktion aufweisen. Gleichzeitig 
ist ausdriicklich darauf hingewiesen (S. 183), daf einzelne Aminosiuren 
und ferner Glucosamin (abgesehen von vielen anderen, im Eiwei8 
sicherlich nicht vorhandenen Carbonylgruppen enthaltenden Verbin- 
dungen) eine deutliche Pikrinséurereaktion geben. Es ist also keine 
Entdeckung von Bergmann, da8 es Substanzen gibt, die keine Di- 
ketopiperazine sind und dennoch eine positive Pikrinsiurereaktion 
ergeben, vielmehr ist das alles schon klar und deutlich in unserer Arbeit 
ausgefiihrt! Ich weise vor allen Dingen nochmals auf die Entdeckung 
von Jaffé hin! AuBerdem ist mit geniigender Klarheit darauf hin- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLII. 21 
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gewiesen worden, da8 die Farbenreaktionen allein’) fiir die ganze Auf- 
fassung des Vorkommens von Diketopiperazinen im Eiwei8 nicht als 
Grundlage dienen kénnen. Nur in der Zusammenstellung: Isolierung 
von Diketopiperazinen unter den Produkten des stufen- 
weisen Abbaus von Eiwei8, Isolierung von Piperazinen bei 
der Reduktion von Kiwei8B und Peptonen und endlich Ge- 
winnung von Oxamid (unter Ausschlu8 yoa Glycyl-glycinkombina- 
tionen) haben die von uns angewandten Farbreaktionen eine 
bestimmte Bedeutung. : 

Es erschien uns auch wertvoll, durch Ausfihrung der Ninhy drin- 
reaktion und Anstellung von bestimmten Farbreaktionen, von denen 
wir wuBten, daB sie unter anderem auch von Diketopiperazinen gegeben 
werden, rasch entscheiden zu kénnen, ob Aminosiuren bzw. Polypeptide 
oder aber Ringsysteme vorliegen. Ich iiberlasse es den Fachgenossen, zu 
entscheiden, ob das Vorgehen von R.O. Herzog und Bergmann zu 
billigen ist, vollkommen zu verschweigen, daB eine bestimmte Farb- 
reaktion unter ausdriicklichem Vorbehalt und unter Hinweis darauf, da8 
selbst bestimmte Aminosiuren fiir einen positiven Ausfall der Reaktion 
in Frage kommen, und ferner im Anschlu8 und im Zusammenhang mit 
direkten Isolierungsversuchen entsprechender Verbindungen in Anwendung 
gekommen ist. Weder R. O. Herzog noch Bergmann erwihnen mit 
einem Wort die schon 1923 und dann 1924 verdéffentlichten Unter- 
suchungen von mir und meinen Mitarbeitern. Es ist mir sehr erwiinscht, 
wenn die betreffenden Ergebnisse mit gré8ter Kritik aufgenommen, und 
wenn nodtig, korrigiert werden. Sie diirfen aber nicht einfach verschwie- 
gen werden, wenn Stellung dazu genommen werden soll, ob ich be- 
rechtigt bin, auch meinerseits auf Grund der neuen Befunde Stellung 
zur Frage der Struktur der Proteine zu nehmen, wobei ich mich, wie 
nochmals hervorgehoben sei, ganz ausdriicklich an die Ergebnisse der 
Forschungen auf dem Gebiete der Polysaccharide und den daran sich 
ankniipfenden, auSerordentlich interessanten Anschauungen iiber deren 
Konstitution angelehnt habe. Ich hebenochmalshervor, da8R.O. Herzog’) 





1) Die Suche nach spezifischeren Farbreaktionen hatte bereits eini- 
gen Erfolg. Vgl. Emil Abderhalden u. E. Komm, Diese Zs. Bd. 140, 
§. 99 (1924). 
*) Anmerkung bei der Korrektur: Auf meine Bitte hatte 
Herr R. O. Herzog die Freundlichkeit, mir einen Sonderabdruck seiner 
Abhandlung itber Eiwei8kérper, die in der von Fritz Ullmann heraus — 
gegebenen Enzyklopiidie der technischen Chemie (1916) erschienen ist, 
za tibersenden. Er hat die nach seiner Ansicht in Frage kommenden 
Stellen angemerkt. Die einzige Stelle, die sich nicht mit Anschauungen 
deckt, die in Emil Fischers Werk tiber Aminosiuren usw. und in 
meinem Lehrbuch der physiologischen Chemie (R. 0. Herzog hat die 
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yor mir, wie einwandfrei feststeht, eine ahnliche Ansicht geaiuB8ert hat, 
und da8 mix durch seine und Bergmanns Arbeit bekannt geworden 
ist, daB K. Hess und Stiasny das Eiwei8 ebenfalls als eine Zusammen- 
fassung von Elementarkérpern auffassen. Wahrend ich der Ansicht 
bin, daB durch die in meinem Institut erhobenen Befunde die erwahnte 
Ansicht eine sichere Unterlage gefunden hat und zuvor eine solche 
nicht vorhanden war, ist R.O. Herzog der Anschauung, da8 es ihm 
gelungen sei, die Struktur des Seidenfibroins mittels Analyse von 
Réntgendiagrammen aufzukliren. In Wirklichkeit stiitzt er sich, wie 
ich in der Einleitung nachgewiesen habe, in erster Linie auf die von 
Emil Fischer und mir und dann von mir allein erhobenen Befunde 
von Diketopiperazinen unter den Abbauprodukten des Seidenfibroins. 





dritte Auflage beniitzt) enthalten sind, ist die folgende (S. 506): ,,....; 
hierbei ist weitere Férderung von der Erkenntnis der Nebenvalenzen zu 
erwarten.“ Auf der gleichen Seite befindet sich dann noch die Be- 
merkung, daB Proteinstoffe zu Komplexbildungen sehr geneigt seien. 
Das ist alles, was in jener Abhandlung iiber die Struktur von Kiweif- 
stoffen auffindbar ist und Beziehung zur Frage des Aufbaus von Proteinen 
aus Elementarkérpern unter deren Zusammenfassung mittels Neben- ’ 
valenzen hat. R.O. Herzog kann unméglich jenen Aufsatz als erst- 
maligen Ausdruck fiir eine solche Anschauung in Anspruch nehmen. 
Es verbleibt bei jener FuSnote als erstem Dokument (R. O. Herzog 
und M. Kobel, Diese Zs, Bd. 184, 8, 299 (1928). 

































Bemerkung zu meiner Abhandlung . 
»Die Farbstoffumwandlung in faulendem Fleische.“’) 
Von 
0. Schumm. 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Dezember 1924.) 








An einzelnen Farbstofffraktionen aus zersetztem Fleische von mir 
spektralanalytisch festgestellte Merkmale nétigen dazu, auch die Még- 
lichkeit der Entstehung von Mesoporphyrin in Betracht zu ziehen. Zu 
dieser Erwigung fiihren ebenfalls neue Feststellungen meiner Mitarbeiter 
A. Papendieck und K. Bonath iiber die Bildung verschiedener Por- 
phyrine aus Blutfarbstoff, woriiber demnichst berichtet werden wird. 

Mesoporphyrin verhilt sich, sowohl in essigsiurehaltigem Ather 
wie auch in 25°/,iger Salzsiure, spektralanalytisch dem Koproporphyrin 
so auferordentlich tihnlich, daB eine sichere Unterscheidung wenigstens 
bei den bislang in Fleisch- und Organfiulnisversuchen lediglich er- 
haltenen unreinen Farbstofflésungen in dieser Art kaum méglich 
erscheint. Die mit Methylalkohol und gasférmiger Salzsiiure erhaltenen 
Veresterungsprodukte der beiden Porphyrine verhalten sich sowohl bei 
der Spektralprobe in Chloroform wie auch bei der kiirzlich von ir 
angegebenen Chloroform-Salzsiiureprobe tiuschend ahnlich. Die Eisen- 
Komplexverbindungen von Mesoporphyrin und Koproporphyrin verhalten 
sich bei der wichtigen Spektralprobe mit Pyridin und Hydrazinhydrat 
ebenfalls auBerst ahnlich, wenn nicht identisch. — Ob die bei reinen 
Priparaten mégliche Unterscheidung der beiden Porphyrine durch Aus- 
messung der Spektra von Lésungen in n/10-Kalilauge auch bei den rohen 
Farbstofffraktionen aus gefaultem Fleische und Organen zuverlissig 
gelingt, bedarf noch niherer Untersuchung. 

Anmerkung. Beziiglich des ,,iitherléslichen“ Porphyrins aus dem 
Harn Gesunder habe ich seinerzeit geiuBert, daB die Méglichkeit 
seiner Identitiit mit Koproporphyrin sehr nahegeriickt sei*), und spiter’), 
da8B es mit dem Koproporphyrin héchstwahrscheinlich identisch sei. Da 
der Farbstoff in reiner Form und zur chemischen Analyse ausreichender 
Menge noch nicht hat dargestellt werden kénnen, ist ein abschlieBendes 
Urteil noch nicht méglich. Nach den bislang am Atherléslichen Por- 
phyrin des normalen Harns festgestellten Eigenschaften kann die Még- 
lichkeit, daB er Mesoporphyrin enthilt, noch nicht ganz und nicht 
allgemein ausgeschlossen werden. 





1) Diese Zs. Bd. 141, S. 153 (1924). 
2) Diese Zs. Bd. 126, S. 172 (1923). 
9) Diese Zs. Bd. 186, S. 247 (1924). 
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Fiir die hdufiger zitierten Zeitschriften werden folgende 
Abkiirzungen empfohlen: 


Liebig, Ann. der Chem. 


Pfliigers Arch. 


Arch. (Anat. u.) Physiol. 


Arch. fiir exper. Pathol. 


Chem. Ber. 
Biochem. Zbl. 


Biochem. Jl. 
Biochem. Zs. 


Bull. Soe. chim, France. 


Chem. Zbl. 
C. R. 


Jl. of Biol. Chem. 
J. of Physiol. 
Jl. fir prakt. Chem. 


Landw. Versuchsstation. 


Mon.-H. fiir Chemie. 
Zs. physikal. Chem. 


==(Liebigs) Annalen der Chemie. 
~..s= Archiv fiir die gesamte Physiologie. 

= Archiv fiir Physiologie (Archiv fiir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 
Abteilung). 

==-Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

== Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 
physik. 

== The Biochemical Journal. 

== Biochemische Zeitschrift. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt. 

==Comptes rendus de 1l’Académie des 
Sciences. 

=='I‘he journal of biological chemistry. 

= The journal of Physiology. 

=: Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 

== Monatsheft fiir Chemie. 

== Zeitschrift fiir physikalische Chemie. 


Quarterly J]. Experim. Physiol. == Quarterly Journal of experimental phy- 


Skand. Arch. Physiol. 
Zs. Biol. 





siology. 3 
== Skandinavisches Archiv fiir Physiologie 
== Zeitschrift fiir Biologie. 
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Lehrbueh der organisehen Chemie 


I. Band: Allgemeiner Teil. Verbindungen der Fettreihe. 
Zweite Auflage. Neu bearbeitet von P. Jacobson und R. Stelzner 


Zwei Teile 


Erster Teil: Allgemeiner Teil. — Die aliphatischen Kohlenwasser- 
stoffe und ihre einwertigen Abkémmlinge. Mit Figuren im 
Text. (XVI u. 1060S.) Unverinderter Neudruck. 1922, 

Rm, 26.80, geb. Rm. 30.— 

Lweiter Teil: Die mehrwertigan Abkémmlinge der aliphatischen 
Kohlenwasserstoffe. Cyanverbindungen und Koblensaurederivate. Mit 
Figuren im Text und einer beigehefteten Tabelle. (XXIV u. 1522 S.) 
Unverinderter Neudruck. 1923. Rm, 38.80, geb. Rm. 44.— 


II. Band: Cyclische Verbindungen — Naturstoffe 


Vier Teile 


Erster Teil: Einkernige isocyclische Verbindungen. Die Gruppe der 
hydroaromatischen Verbindungen ist in Gemeinschaft mit P. Jacobson bear- 
" beitet von Carl Harries. (XX u. 1076S.) Unverinderter Neudruck. 1923. 
Rm, 34.30, geb. Rm. 39.— 
Zweiter Teil: Mehrkernige Benzolderivate, In Gemeinschaft mit 
P, Jacobson bearbeitet von Arnold Reifert. (XIV u. 6645S.) Unveranderter 
Neudruck. 1923. Rm. 17.—, geb. Rm, 20.— 
Drititer Teil: Heterocyclische Verbindungen. Bearbeitet von P. Jacobson. 

(XXI u. 1634 S.) Unverinderter Neudruck. 1923. 
Rm. 41.40, geb. Rm, 47.— 
Vierter Teil: Naturstoffe von unbekannter oder nur teilweise be- 
kannter Struktur. Bearbeitet von P. Jacobson. Im Auftrage der Deutschen 
Chemischen Gesellschaft aus dem Nachla8 herausgegeben von Hedwig Kuh 

und Friedrich Richter. (VI, 2708S.) 1924. 

Rm, 1t1.—, geb, Rm. 14.— 


Weitere Teile des II. Bandes befinden sich in Vorbereitung 





Paul Jacobson ist am 25. Januar 1923 gestorben. Durch Beschluf des Vor- 
standes vom 3. M&rz 1924 hat die Deutsche Chemische Gesellschaft, der durch 
letztwillige Verfiigung das Urheberrecht an dem Lehrbuch von Meyer -Jacobson 
zugefallen ist, es tibernommen, fiir den Abschlu® des Werkes Sorge zu tragen, 
Die von dem Verfasser bereits vorgesehenen Kapitel: Glykoside, nichtglykosidische 
Gerbstoffe, stickstofffreie, nichtglykosidische Farbstoffe, Flechtenstoffe, stickstoff- 
haltige Farbstoffe, Alkaloide, Proteine werden in den folgenden Teilen des II. Bandes 
behandelt werden. 





WALTER DE GRU V¥:2-22 © Cc. Cc. 


vormals G. ], Géschen’sche Verlagshandlung + J]. Guttentag, Verlags- 
buchhandlung + Georg Reimer + Karl]. Triibner 
Veit & Comp, - Berlin W. 10 
und Letprig 

















Metzger & Wittig, Leipzig. 




















ns nn eS ttooreny 





